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POVZETEK 
Kromatografija je ena izmed najpogosteje uporabljanih analitskih tehnik za ločevanje in 
identifikacijo spojin. Poznamo različne kromatografske tehnike, ki se razlikujejo na podlagi 
različnih mobilnih in stacionarnih faz. Najbolj razširjena med njimi je tekočinska 
kromatografija, ki temelji na tekoči mobilni fazi in trdni ali tekoči stacionarni fazi med 
katerima se porazdeljujejo analiti. Kromatografija je zaradi svoje univerzalnosti in 
vsestranske uporabe v farmacevtski industriji nepogrešljiva. Pomembno vlogo v razvoju, 
raziskavah in proizvodnji zdravil ima sam razvoj analiznih metod, ki je precej kompleksen, 
saj zahteva upoštevanje velikega števila faktorjev in izkušenj. 
V prvem in glavnem delu magistrske naloge smo razvili analizno metodo s tekočinsko 
kromatografijo visoke ločljivosti sklopljeno z masnim spektrometrom, s katero je možno 
ločiti čim večje število različnih spojin vodnic v čim krajšem času. 
Ko smo uspeli razviti ustrezno analizno metodo z optimalnimi kromatografskimi pogoji, 
smo v nadaljevanju naloge preverili metabolno stabilnost naših spojin. In sicer tako, da smo 
jih testirali ob času 0 in po 30 minutah inkubiranja v prisotnosti S9 frakcije metabolnih 
encimov. Spojine, ki so po 30 minutah izražale podvrženost metabolizmu (površina vrha se 
jim je glede na začetno vrednost zmanjšala za vsaj 10 %) smo nato testirali v časovnih točkah 
0, 15, 30, 60 in 120 minut. Preučevali smo 17 spojin, med katerimi se jih je 12 pri testiranju 
ob časih 0 in 30 minut izkazalo za metabolno stabilne, z razpolovnim časom večjim od 5-ih 
ur. 5 spojin pa je z S9 encimsko frakcijo izražalo podvrženost metabolizmu. Posameznim 
spojinam smo na podlagi spremembe površine pod krivuljo v UV kromatogramu določili 
razpolovne čase.  
V zadnjem delu naloge smo nastalim metabolitom poizkušali predlagati možno strukturo. 
Strukture nastalih metabolitov smo predlagali na podlagi določene molske mase spojine. Pri 
določenih spojinah metaboliti zaradi nizkih odzivov v UV kromatogramu niso bili vidni in 
smo jih lahko spremljali samo z masnim detektorjem. 
Ključne besede: tekočinska kromatografija visoke ločljivosti, masna spektrometrija, razvoj 
metode, metabolna stabilnost  
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ABSTRACT 
Chromatography is one of the most commonly used analytical techniques for the separation 
and identification of compounds. We know different chromatographic techniques that differ 
based on different mobile and stationary phases. The most common of these is liquid 
chromatography which is based on the liquid mobile phase and the solid or liquid stationary 
phase between which the analytes are partitioned. Chromatography is indispensable due to 
its universality and versatility in the pharmaceutical industry. An important role in the 
development, research, and production of medicines is played by the development of 
analytical methods which is quite complex as it requires consideration of a large number of 
factors and experience. 
In first and the main part of our project we developed an analytical method with high 
performance liquid chromatography coupled with mass spectrometer which is able to 
separate as many different conductor compounds as possible in the shortest possible time. 
Once we were able to develop an appropriate analytical method with optimal 
chromatographic conditions, we further verified the metabolic stability of our compounds 
by testing them at time 0 and after 30 minutes of incubation. Compounds that expressed 
metabolic instability after 30 minutes (their peak surface area decreased by at least 10 % 
compared to the initial one) were then tested at 0, 15, 30, 60, and 120 minute time points. 
We studied 17 compounds, of which 12 proved to be metabolically stable when tested at 
times 0 and 30 minutes, with a half-life greater than 5 hours. Other 5 compounds expressed 
their susceptibility to metabolism with the S9 enzyme fraction. The half-lives of individual 
compounds were determined in a UV chromatogram based on the change in area under the 
curve. 
In the last part of the task, we tried to suggest a possible structure to the resulting metabolites. 
The structures of the resulting metabolites were proposed based on the determined molecular 
mass. For certain compounds, the metabolites were not visible in the UV chromatogram due 
to low responses and could only be monitored by mass detector. 
Keywords: high performance liquid chromatography, mass spectrometry, method 
development, metabolic stability  
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SEZNAM OKRAJŠAV 
APCI   ionizacija z razprševanjem pri atmosferskem tlaku 
Clint   intrinzični očistek 
CYP P450  citokrom P450 
ESI   ionizacija z razprševanjem v električnem polju 
GC   plinska kromatografija 
GLP   dobra laboratorijska praksa 
GMP   dobra proizvodna praksa 
HPLC   tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
IEC   ionsko izmenjevalna kromatografija 
IUPAC  Mednarodna zveza za čisto in uporabno kemijo 
LC   tekočinska kromatografija 
MALDI  ionizacija v matriksu z lasersko desorpcijo 
MS   masna spektrometrija 
NADPH  nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 
NPC   normalno fazna kromatografija 
PDA   detektor z nizom diod 
RI   detektor na lomni količnik 
RPC   reverzno-fazna kromatografija 
SEM   velikostno izključitvena kromatografija 
UDPGA  uridin difosfat glukuronska kislina 
UGT   UDP-glukuronoziltransferaza 
UV   ultravijolična svetloba 
UV-VIS  ultravijolična-vidna svetloba
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1. UVOD 
Analizna kemija se ukvarja s kvantitativnim in kvalitativnim preučevanjem sestave vzorca, saj 
je za razumevanje preučevanega vzorca pomembno poznavanje obeh. Obstajajo različne 
analizne metode, s katerimi analiziramo vzorce. V farmacevtski industriji pa je najbolj 
razširjena kromatografija (1). 
1.1. Kromatografija 
Beseda »kromatografija« je izpeljana iz dveh grških besed – chroma, ki pomeni barva in 
graphein, ki pomeni pisati. Izraz je leta 1903 kot prvi uporabil ruski botanik Mihail Semënovič 
Cvet, ki je na stekleni koloni, napolnjeni s kalcijevim karbonatom ločil rastlinske pigmente. Od 
leta 1930 naprej so kemiki za čiščenje organskih materialov in ionsko izmenjavo uporabljali 
kolonsko kromatografijo iz smole za ločevanje ionskih spojin in radionuklidov. Leta 1952 je 
prišlo do razvoja plinske kromatografije (GC), ki je omogočila nadaljnjo podlago in spodbudo 
za razvoj tekočinske kromatografije. V poznih 60-ih letih prejšnjega stoletja je prišlo do razvoja 
tekočinske kromatografije visoke ločljivosti (HPLC) s kolonskimi stacionarnimi fazami, 
napolnjenimi z majhnimi delci in opremljenimi z visoko tlačnimi črpalkami. Vsestranska in 
natančna tehnika HPLC je v 80-ih letih prejšnjega stoletja v farmacevtski industriji in drugih 
panogah postala praktično nepogrešljiva (3) (3). 
Danes splošno poznano opredelitev kromatografije je podal specialni odbor Mednarodne zveze 
za čisto in uporabno kemijo (IUPAC), ki je kromatografijo opredelil kot metodo, ki se primarno 
uporablja za ločevanje posameznih komponent v vzorcu, kjer se vzorec porazdeljuje med 
dvema fazama, kjer je ena stacionarna, druga pa mobilna. Stacionarna faza je lahko trdna, 
tekoča na trdnem nosilcu ali gel faza. Lahko je napolnjena v koloni, plasti ali je porazdeljena 
kot film. Mobilna faza pa je lahko plinska ali tekoča (2). 
Kromatografija je univerzalna in vsestranska tehnika. Nepogrešljiva je na področjih kemije in 
biokemije, biologije, kontrole kakovosti, v raziskavah, analitiki, pri preparativnih ločbah in 
fizikalno-kemijskih meritvah (2). Razlikujemo različne kromatografske tehnike, ki so se razvile 
na podlagi uporabe različnih mobilnih in stacionarnih faz. Ker se narava interakcij med 
molekulami topljenca in molekulami mobilne oz. stacionarne faze razlikujejo, lahko s temi 
tehnikami ločujemo različne vrste molekul (2) (5). 
Tako ločimo: 
- kromatografijo s superkritičnimi tekočinami, 
- plinsko kromatografijo, ki se deli na plin/tekočina in plin/trdno, 
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- tekočinsko kromatografijo, ki se deli na papirnato kromatografijo (tekoče/tekoče), kolonsko 
tekočinsko kromatografijo (tekoče/tekoče ali tekoče/trdno) in tankoplastno kromatografijo 
(tekoče/tekoče, tekoče/trdno) (5). 
1.2. Tekočinska kromatografija 
Tekočinska kromatografija (LC) je fizikalno-kemijska tehnika ločevanja v tekoči mobilni fazi. 
Vzorec se loči na svoje sestavne komponente oz. analite tako, da se porazdeljuje med tekočo 
mobilno in trdno stacionarno fazo. Porazdeljevanje analitov je odvisno od njihove afinitete do 
posamezne faze. Afiniteta pa je odvisna od molekularne strukture in intermolekularnih sil 
posameznega analita (2).(1) 
1.2.1. Normalno fazna kromatografija (NPC) 
Pri NPC imamo po naravi bolj polarno stacionarno fazo in bolj nepolarno mobilno fazo. Polarni 
analiti se zaradi močnih interakcij do polarne stacionarne faze zadržujejo na koloni in jo v toku 
mobilne faze prehajajo počasneje. Medtem ko nepolarni analiti skozi kolono prehajajo hitreje 
in se eluirajo kot prvi, kar je posledica nižje afinitete med nepolarnimi komponentami in 
stacionarno fazo. NPC se, poleg za ločevanje nepolarnih analitov, uporablja predvsem za 
ločevanje stereoizomerov (1) (3). 
1.2.2. Reverzno-fazna kromatografija (RPC) 
RPC je v farmacevtski industriji in tudi drugih panogah najpogosteje uporabljena in najbolj 
popularna tehnika za separacijo preučevanih spojin. V primeru RPC imamo po naravi bolj 
polarno mobilno fazo in nepolarno stacionarno fazo. Stacionarna faza je napolnjena z delci 
silikagela, na katerega so vezane hidrofobne oktil (C8) ali oktadecil (C18) funkcionalne 
skupine. Polarne komponente se zaradi nižje afinitete do stacionarne faze eluirajo kot prve, 
nepolarne komponente pa se na koloni zadržujejo dalj časa, saj tvorijo močne interakcije s 
hidrofobnimi C18 skupinami (1) (3). 
1.2.3. Ionsko izmenjevalna kromatografija (IEC) 
IEC lahko razumemo kot vrsto adsorpcijske kromatografije, kjer prihaja do elektrostatskih 
interakcij med mobilno in stacionarno fazo. Ločevanje temelji na izmenjavi ionov analita v 
mobilni fazi z nasprotno nabitimi ioni ionskih funkcionalnih skupin, pripetih na trdni nosilec 
stacionarne faze. Molekule z nasprotnim nabojem, kot jo ima trdni nosilec se tesno vežejo na 
nosilec, da se vzpostavi ravnotežje. 
Molekule z enakim nabojem pa migrirajo skozi kolono in se eluirajo kot prve. Z izborom 
funkcionalne skupine stacionarne faze določimo ali bo potekala izmenjava kationov ali anionov 
(3), (5). 
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1.2.4. Velikostno izključitvena kromatografija (SEC) 
SEC temelji na ločevanju analitov izključno glede na velikost molekul. V idealnem primeru naj 
ne bi prihajalo do nobenih interakcij med mobilno in stacionarno fazo. Stacionarna faza je 
sestavljena iz materiala s porami, ki so po velikosti primerljive z molekulami, ki jih želimo 
ločiti. Manjše molekule analita se ujamejo v pore stacionarne faze in tako počasi prehajajo na 
kolono, medtem ko večje molekule, ki so prevelike za vstop v pore, migrirajo skozi kolono v 
toku mobilne faze med delci izven por in se eluirajo kot prve. SEC se široko uporablja v biološki 
znanosti za ločevanje makromolekul (proteini in ogljikovi hidrati) ter za frakcioniranje in 
karakterizacijo sinteznih polimerov (3), (5). 
1.2.5. Afinitetna kromatografija 
Afinitetna kromatografija je edinstvena, zaradi separacije, osnovane na specifični in 
reverzibilni biokemični interakciji med molekulami mobilne faze in ligandom, vezanim na 
stacionarni fazi. Separacija izkorišča princip vezave ključ-ključavnica. Ko vzorec v toku 
mobilne faze potuje skozi kolono, se molekule, ki so komplementarne ligandu nanj absorbirajo, 
medtem ko se preostale, ne vezane komponente analita eluirajo. Vezan analit se s kolone eluira 
s spremembo v sestavi mobilne faze. Afinitetna kromatografija se uporablja zlasti za separacijo 
in čiščenje encimov ter glikoproteinov (5). 
1.3. Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) 
HPLC je vsestranska analizna tehnika, ki se v farmaciji na široko uporablja za analizo zdravil, 
biomolekul, polimerov ter številnih organskih in ionskih spojin. Zaradi vse večjih potreb 
znanosti in farmacevtske industrije, se še vedno hitro razvija v smeri večje hitrosti, učinkovitosti 
in občutljivosti delovanja (3). 
1.3.1. Prednosti in omejitve HPLC 
Prednosti sistema HPLC so, da omogoča hitro in natančno kvalitativno analizo, prav tako 
omogoča kvantitativno obdelavo vzorca. Njegovo delovanje je avtomatizirano, omogoča 
visoko občutljivost in specifično detekcijo ter se lahko uporablja za analizo raznolikih vzorcev 
(3). 
Sistem HPLC pa ima tudi določene omejitve. Največja omejitev je ta, da ni univerzalnega 
detektorja, zato je detekcija problematična, če vzorec ne absorbira ultravijoličnih (UV) žarkov 
ali se ga ne da enostavno ionizirati za masno detekcijo. Učinkovitost separacije s HPLC je 
manjša kot s kapilarno plinsko kromatografijo in pa sama uporaba je za začetnike lahko 
nekoliko kompleksna (3). 
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1.3.2. Sestavni deli HPLC in princip delovanja 
Princip delovanja HPLC, njegovi sestavni deli in faktorji vplivajo na uspešnost meritev (4). 
 
Sestavni deli HPLC sistema: 
- rezervoar z mobilno fazo, 
- črpalka, 
- kolona (stacionarna faza), 
- detektor, 
- avtomatski vzorčevalnik in 
- računalniška programska oprema (4). 
 
 
 Slika 1: Shema postavitve HPLC sistema (4). 
Črpalka pod visokim tlakom črpa mobilno fazo iz rezervoarja z mobilno fazo in jo potiska skozi 
sistem. Za ohranjanje čim manjšega razmerja signal – šum na detektorju, je ključnega pomena 
konstanten pretok na črpalki. Glede na sestavo mobilne faze se splošno uporabljata dva načina 
metod – izokratska in gradientna elucija. Pri izokratski eluciji je delež mobilne faze skozi čas 
kromatografiranja konstanten. Pri gradientni eluciji pa se deleži v mobilni fazi s časom 
spreminjajo. Vzorec je z avtomatskim vzorčevalnikom injiciran v tok mobilne faze, s katero 
potuje na kolonsko stacionarno fazo, ki predstavlja srce HPLC sistema. Učinkovitost ločbe 
korelira z dimenzijami in vrsto kolone (njeno dolžino, notranjim premerom in vrsto ter 
velikostjo delcev njenega polnila). Analiti se na koloni zadržujejo različno dolgo, odvisno od 
njihovih medsebojnih interakcij. Tako se različne komponente vzorca eluirajo ob različnih časih 
in na ta način dosežemo ločbo posameznih komponent vzorca. Ko analit zapusti kolono, potuje 
na detektor, ta ga zazna v obliki signala, ki se projicira na računalniško programsko opremo in 
ga izriše v obliki kromatograma (4). 
1.4. Razvoj, optimizacija in validacija analizne HPLC metode 
Razvoj analizne metode in njena validacija igrata pomembno vlogo v razvoju, raziskavah in 
proizvodnji zdravil. 
Cilj HPLC metode je s separacijo kvantitativno in kvalitativno določiti glavno zdravilno 
učinkovino, nastale nečistote, vse sintezne intermediate ter razgradne produkte v čim krajšem 
času kromatografiranja (1). 
Več desetletij je razvoj HPLC metod temeljil na pristopu poskusov in napak. Poskusi so se 
izvajali na podlagi strokovnega znanja in predvsem izkušenj analitika. Pri takšnem pristopu se 
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lahko tekom optimizacije metode spreminja zgolj en parameter, ostali pa morajo ostati 
konstantni, da lahko zagotovimo željeno ločbo. S takšnim pristopom se popolnoma optimalnih 
pogojev ne more zagotoviti. Dokazano je bilo tudi, da je ta pristop časovno, finančno in 
izvedljivo pretiran. Prav tako je kritičen pri popravljanju napak, nepredvidljiv in tudi dostikrat 
neuspešen. Posamezen kromatografski parameter ne more podati dovolj podatkov o vseh 
kritičnih parametrih HPLC procesa. Da zaobidemo to težavo, je potrebno preučiti, identificirati 
in nadzorovati večje število spremenljivk (6). 
Razvoj HPLC metode se tako zaradi raznolike opreme, kolon, topil in nastavljivih parametrov 
zdi kompleksen. Med razvojem je potrebno upoštevati veliko faktorjev, zato razvoj analizne 
metode poteka v več korakih, ki so opisani v nadaljevanju (1) (7). 
1.4.1. Fizikalno - kemijske lastnosti preučevanih analitov  
Za razvoj metode je potrebno preučiti lastnosti molekule zdravilne učinkovine, kot so: topnost, 
polarnost (logP), pKa in vpliv pH-ja. Topnost molekule se lahko enostavno pojasni na osnovi 
polarnosti molekule. Polarna topila (npr. voda) se ne mešajo z nepolarnimi topili (npr. benzen). 
V splošnem se materiali s podobno polarnostjo topijo eden v drugem. Torej izbor topila za 
raztapljanje vzorca poteka na principu, da mora biti analit v topilu topen in z njim ne sme 
reagirati. Poznavanje polarnosti analita je analitiku v pomoč pri izboru mobilnih faz in topil za 
raztapljanje vzorca. Vrednost pKa nam pove, kako rada spojina odda proton. Z vrednostjo pKa 
podajamo kislost oz. bazičnost spojine. Izbira ustrezne vrednosti pH za analit, ki ionizira, 
velikokrat vodi do simetričnih in ostrih pikov na HPLC kromatogramu. V kvantitativni analizi 
so ostri in simetrični vrhovi nujni za doseganje nizkih vrednosti detekcije, dobre ponovljivosti 
površin med injiciranji in ponovljive retencijske čase. Vrednost pH lahko z dodatkom kisline 
oz. baze enostavno spremenimo, odvisno kakšen pH želimo doseči (1). 
1.4.2. Kromatografski pogoji  
Pri izboru začetnih kromatografskih pogojev je prvi korak vedno poizvedovanje iz literaturnih 
virov, kot je farmakopeja, razni znanstveni članki, lahko izhajamo iz že obstoječe metode in 
tudi na podlagi izvajalčevega predhodnega znanja. Namen poizvedovanja je preveriti, ali je bila 
separacija preučevanih analitov že izvedena in pod kakšnimi pogoji, kar nam prihrani čas pri 
eksperimentalnem delu (7). 
6 
 
1.4.2.1. Detektor 
Izbira detektorja je odvisna od kemijske narave analita, potencialnih interferenc, zahtevane 
meje zaznavnosti, dostopnosti detektorja in njegove cene. Detektor UV-VIS je vsestranski 
detektor, ki omogoča sočasno merjenje dveh valovnih dolžin in zagotavlja visoko občutljivost, 
da lahko delektiramo že zelo nizek nivo nečistoč in izvajamo kvantitativne analize. V primeru 
uporabe spektrofotometričnega (PDA) detektorja je prednost napredna optična detekcija, ki 
omogoča visoko kromatografsko in spektralno občutljivost, kar je uporabno predvsem pri 
analizi raztopin z analitskimi sistemi HPLC, preparativnimi sistemi HPLC ali LC-MS, saj lahko 
detektor prenaša visoke koncentracije, ne da bi ga pri tem preobremenili. Detektor na lomni 
količnik (RI) omogoča zadovoljivo občutljivost, stabilnost in ponovljivost, kar je idealno za 
analizo raztopin, ki absorbirajo v ozkem ali sploh ne v UV spektru. Fluorescenčni detektor 
omogoča visoko občutljivost in selektivno fluorescenčno detekcijo za kvantifikacijo ciljnih 
spojin z nizko koncentracijo, kar je primerno za analize v sledovih (1). 
1.4.1.1. Valovna dolžina UV 
Za izbiro ustrezne valovne dolžine je pomembno poznavanje UV spektrov posamezne 
komponente vzorca. Da dosežemo največjo občutljivost, je potrebno za valovno dolžino izbrati 
maksimalno valovno dolžino, ki zazna vse komponente vzorca, ki vsebujejo kromofor. Višje 
valovne dolžine dajejo večjo selektivnost. Valovni dolžini pod 200 nm pa se zaradi povečanega 
šuma v tem območju izogibamo (7). 
1.4.1.2. Kolonska stacionarna faza 
Kolona predstavlja srce HPLC sistema. Zamenjava kolone ima največji vpliv na separacijo 
analitov. Sodobne kolone namenjene za reverzno-fazne analize so v večini napolnjene s 
kroglicami silikagela, ki jih obdaja hidrofobna stacionarna faza. Izdelava stacionarne faze na 
silika nosilcu poteka tako, da silanolne skupine reagirajo s klorosilanom s hidrofobnimi 
funkcionalnimi skupinami. Pri takšni reakciji se derivatizira le ena tretjina silanolnih površin. 
Preostale, proste silanolne skupine lahko reagirajo z analitom, kar se odraža z nesimetričnimi 
vrhovi na kromatogramu. Običajno se po reakciji derivatizacije na koloni izvede še reakcija z 
klorotrimetilsilanom za derivatizacijo prostih silanolnih skupin end-cap. Na ta način se izboljša 
učinkovitost kolone. 
V splošnem ima narava stacionarne faze največji vpliv na kapacitivnostni faktor, selektivnost, 
učinkovitost in elucijo. Silikagel matriksi so robustni, enostavno derivatizirani, izdelati jih je 
možno do konsistentne sferične velikosti in se ne stiskajo pri velikem tlaku. Silikagel je 
kemično stabilen v večini organskih topil in tudi do nizkih vrednosti pH. Pomanjkljivost 
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silikagela je ta, da se pri pH-ju, višjem od 7 začne raztapljati. V zadnjih letih so bile izdelane 
podporne kolone za uporabo pri višjih pH-jih. Narava, oblika in velikost silika nosilca vpliva 
na separacijo. Poleg silikagela obstajajo tudi druge matrice, kot so aluminijeve in razni polimeri 
(1). 
Običajne stacionarne faze so C3 (propil), C4 (butil), C8 (oktil), C18 (oktadecil), nitril 
(cianopropil) in fenilne (fenil propil) kolone. V splošnem daljše alkilne verige zagotavljajo 
boljšo retencijo nepolarnih analitov. Vrsta izbrane kolone za specifično ločbo je odvisna od 
spojine in cilja analize. Za večino vzorcev (razen če so ti zelo kompleksni) se priporoča uporaba 
kratke kolone (10–15 cm), saj na ta način skrajšamo čas kromatografiranja. Priporočena 
velikost delcev pa naj bi bila med 3 in 5 µm. V primeru uporabe večjih delcev se to odraža v 
povečanem številu teoretičnih prekatov ali v povečani ločljivosti. V primeru uporabe manjših 
delcev pa pride do povečanega tlaka tekom kromatografiranja, zaradi česar se kolona lahko 
hitreje zamaši (7). 
1.4.1.3. Temperatura kolone 
Nadzor nad temperaturo kolone je pomemben za dolgoročno ponovljivost metode, saj lahko 
temperatura vpliva na selektivnost. Ciljana temperatura je v območju med 30 in 40 °C, saj je 
dokazano, da se v tem območju običajno dosega dolgoročno dobro ponovljivost. Uporaba 
povišane temperature ima prednost tudi iz drugih razlogov. Med drugim delo pri temperaturi, 
ki je višja od sobne temperature zmanjša viskoznost mobilne faze in tlak na koloni. Nižji 
sistemski tlak omogoča višje pretoke in tako hitrejšo analizo. In kot zadnje, povišana 
temperatura kolone izloči variabilnost zaradi običajnih nihanj temperature pri sobnih pogojih. 
Priporočljivo je torej termostatiranje kolone, da tekom analize nadzorujemo temperaturo (1). 
Temperatura je torej spremenljivka, ki lahko vpliva na selektivnost, vendar je njen učinek 
relativno majhen. V splošnem je bolje, da za nadzor nad selektivnostjo spreminjamo moč 
mobilne faze kot pa temperaturo kolone, saj bomo tako dosegli precej večje spremembe v 
selektivnosti, saj je vpliv moči mobilne faze večji kot sprememba temperature kolone (1). 
1.4.1.4. Mobilna faza 
Mobilna faza vpliva na resolucijo, selektivnost in učinkovitost. V reverzno-fazni kromatografiji 
je mobilna faza sestavljena iz vodnega pufra in organskega topila. Razmerje v katerem sta 
zmešani vodna in organska faza bo vplivalo na analizo preučevanega vzorca. Izbira mobilne 
faze in gradienta je odvisna od ionske narave in hidrofobnosti analita v mešanici. Vodni pufer 
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ima več namenov. Kadar je analit v ionizirani obliki, se bo hitreje eluiral in oblika vrha bo lepša. 
Kisli analiti bodo pri dovolj nizkem pH-ju ostali nenabiti in se bodo na koloni zadrževali dlje 
časa in bodo tako imeli večjo retencijo. Obratno se bodo pri večjem pH-ju nevtralne bazične 
spojine zadrževale dlje, ionizirane kisle spojine pa se bodo eluirale prej. V primeru, da je pKa 
preučevane spojine podoben pKa-ju puferne raztopine, lahko pride do cepljenja vrhov, saj se 
analit eluira v nabiti in nenabiti obliki. pH pufra ne vpliva pomembno na retencijo neioniziranih 
spojin vzorca (1). 
Izbor vrste organskega modifikatorja (metanol, acetonitril, tetrahidrofuran) vpliva na 
selektivnost. Izbira med metanolom in acetonitrilom je običajno odvisna od topnosti analita in 
uporabljenega pufra. Tetrahidrofuran je med navedenimi tremi modifikatorji najmanj polaren, 
je običajno odgovoren za spremembe v selektivnosti in je tudi nekompatibilen z nizko valovno 
detekcijo, ki je zahtevana za analizo večine farmacevtskih spojin (1). 
Običajno se kot vodno puferno raztopino uporabljajo raztopine v koncentracijskem območju 
med 10 in 50 mM. Najpogosteje uporabljena vodna faza pri reverzno-fazni kromatografiji je 
fosforna kislina in njegova natrijeva ali kalijeva sol. Za dosego razlike v obliki vrhov in retenciji 
se lahko uporabijo tudi druge kisline in baze, ki v območju UV niso aktivne (1). 
Pri razvoju metode za reverzno-fazno kromatografijo na zadrževanje analitov vpliva predvsem 
pH-vrednost pufra, vrsta uporabljenega pufra in njegova koncentracija, topnost v organskem 
modifikatorju in njegov vpliv na detekcijo. V primeru neprimerno izbranega pufra (vrsta soli, 
ionska moč in pH-vrednost) se to lahko odraža v slabi in neponovljivi retenciji in asimetriji 
vrhov v reverzno-fazni separaciji polarnih in ionizirajočih spojin. Izbira pufra običajno zavisi 
glede na željeno ciljano vrednost pH. Pufer najbolje nadzoruje vrednost pH okoli vrednosti pKa, 
zato je pomembno, da je vrednost pKa pufra blizu željenega pH-ja. Pravilo je, da izberemo 
pufer, ki ima pKa za največ 2 enoti različen od željene vrednosti pH mobilne faze (1). 
Moč mobilne faze je merilo njegove sposobnosti, da vodi analite iz kolone. Na splošno ga 
kontroliramo s koncentracijo topila z najvišjo močjo. 
Kadar imamo opravka s kompleksno separacijo, se pravi, da moramo ločiti večje število 
komponent, in s povečanjem moči organskega modifikatorja še vedno ne dosežemo ločbe med 
dvema sosednjima vrhovoma, moramo zamenjati organski modifikator. Zamenjamo ga s 
takšnim, ki ima drugačno polarnost ali pa uporabimo mešanico dveh organskih modifikatorjev, 
da dosežemo ločbo oz. nanjo vplivamo. (1) (7). 
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1.4.1.5. Tehnika ločevanja 
Poznamo izokratsko in gradientno tehniko ločevanja. Izokratska separacija je zaradi konstantne 
interakcije analit–eluent in analit–stacionarna faza bolj predvidljiva, vendar je moč precej 
majhna, saj je število spojin, ki jih lahko ločimo omejeno oz. nepredvidljivo. Gradientna elucija 
signifikantno poveča separacijsko moč sistema, predvsem zaradi dramatičnega povečanja 
navidezne učinkovitosti z zmanjšanjem širine vrha. Gradientna elucija se uporablja za 
kompleksne vzorce, ki vsebujejo večje število komponent. Z gradientom dosežemo tudi boljšo 
selektivnost, predvsem pri analitih z daljšim retencijskim časom, zaradi bolj konstantne širine 
vrha (za površino določenega vrha velja, da je višina vrha obratno sorazmerna s širino vrha) (1) 
(7). 
Izbira med izokratsko in gradientno elucijo je odvisna od števila aktivnih spojin, ki jih je 
potrebno ločiti oz. raziskati. Pri odločanju katero vrsto elucije bomo uporabili, izvedemo nek 
začetni gradient in nato izračunamo razmerje med celotnim časom gradienta in razliko 
gradientnih časov med prvo in zadnjo eluirano komponento. Če je izračunano razmerje manjše 
od 0,25, potem lahko uporabimo izokratsko elucijo, kadar pa je razmerje večje ali enako 0,25 
pa moramo uporabiti gradientno elucijo (1). 
1.4.2. Priprava vzorca 
Priprava vzorca je kritični korak razvoja analizne metode, ki ga mora analitik dobro preučiti. 
Preučevan analit mora biti v uporabljenem topilu stabilen. Dokler ni dokazano, da je analit pri 
sobni temperaturi stabilen in ne razpade pri delovnih pogojih, mora biti raztopina vzorca 
pripravljena v zatemnjeni steklovini. Raztopina vzorca naj bi bila, kljub temu, da je bistra, pred 
analizo filtrirana, z namenom preventivnega vzdrževanja HPLC sistema (1). 
1.4.3. Optimizacija metode  
V večini primerov je potrebno začetne kromatografske eksperimentalne pogoje optimizirati. 
Cilj optimizacije je doseči ustrezno selektivnost in občutljivost. 
Upoštevati je potrebno tako sestavo mobilne kot tudi stacionarne faze, gradient, pretok, 
temperaturo, količino vzorca, volumen injiciranja in vrsto uporabljenih topil. Za zmanjšanje 
števila preizkusnih kromatografiranj je potrebno preučevati le parametre, ki bodo najverjetneje 
signifikantno vplivali na selektivnost in optimizacijo. Med vsemi parametri najprej 
optimiziramo sestavo mobilne faze, saj je to najbolj učinkovit način optimizacije selektivnosti 
in je tudi enostavnejši od menjave oz. optimizacije stacionarne faze. Optimizacija temperature 
ima le minimalen učinek, saj bi s spremembo temperature dosegli le manjše razlike v 
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selektivnosti. V primeru, da imamo težave z doseganjem selektivnosti, se zamenja organski 
modifikator (7). 
Po doseženi optimalni selektivnosti sledi še optimizacija ravnovesja med selektivnostjo in 
časom kromatografiranja. Ta del optimizacije vključuje parametre, kot so dimenzija kolon, 
velikost delcev in pretok in se lahko spremenijo, ne da bi s tem vplivali na faktor kapacitivnosti 
ali selektivnost (7). 
1.4.4. Validacija metode 
Validacija analitskega postopka je proces, postavljen na podlagi laboratorijskih študij, ki 
potrjuje, da karakteristike postopka ustrezajo zahtevam za njegovo ciljano uporabo. Vse 
analizne metode, ki so namenjene uporabi za analizo kakršnih koli kliničnih vzorcev ali v 
namene kontrole kakovosti morajo biti validirane. Validacija analiznih metod se izvede po 
smernicah ICH in je prav tako zahtevana s strani regulatornih organov za pridobitev dovoljenja 
za promet (1). 
Analizne metode se morajo izvajati v okolju dobre proizvodne prakse (GMP) in dobre 
laboratorijske prakse (GLP). Za farmacevtsko analizo je na podlagi določanja kakovosti za 
zagotavljanje stalne učinkovitosti in varnosti vsake proizvodne serije pomembna pravilna 
validacija analitskih metod. Sposobnost nadzora nad to kakovostjo je odvisna od sposobnosti 
analiznih metod, ki se uporabljajo v natančno opredeljenih pogojih in na ustaljeni stopnji 
občutljivosti, da zanesljivo pokažejo vsa odstopanja od ciljnih meril. Analizne metode, ki se 
uporabljajo v kontroli kakovosti morajo zagotoviti sprejemljivo mejo zaupanja, da so rezultati 
analize vhodnega materiala, pomožnih snovi, intermediatov in končnih izdelkov zanesljive. 
Pred izvedbo validacije morajo biti določeni kriteriji sprejemljivosti (7). 
Pri procesu validacije se preverjajo sledeči validacijski parametri: natančnost, točnost, 
specifičnost, meja zaznavnosti, meja določljivosti, linearnost, območje, ponovljivost, določanje 
parametrov za ustreznost sistema, robustnost in stabilnost analiznih raztopin. Ob zaključku 
validacije mora biti pred nadaljnjo uporabo metode zapisano in odobreno validacijsko poročilo. 
Po obsegu se sama validacija metode razlikuje glede na namen uporabe razvite metode (7). 
1.5. Masna spektrometrija 
Masna spektrometrija (MS) je napredna analizna tehnika, ki se široko uporablja na 
farmacevtskem in biomedicinskem področju za razjasnitev strukture neznanih spojin. Prvi 
instrument MS je leta 1912 razvil J. J. Thompson. Povečana občutljivost in resolucija 
11 
 
instrumenta je odprla nove razsežnosti v analizah farmacevtskih izdelkov in kompleksnih 
metabolitov bioloških sistemov. V primerjavi z drugimi analiznimi tehnikami je MS tehnika, s 
pomočjo katere lahko predvidimo oz. napovemo zgolj molekulsko formulo. Instrument se 
dandanes, poleg na farmacevtskem in biomedicinskem področju, uporablja tudi na kliničnem, 
okoljevarstvenem, geološkem, metalurškem, športnem, forenzičnem in biotehnološkem 
področju (8). 
Zaradi prisotnosti velike količine proteinov, lipidov in drugih endogenih snovi, ki potencialno 
motijo detekcijo derivatov zdravilnih učinkovin, predstavlja identifikacija metabolitov v 
kompleksnih bioloških matriksih velik izziv. Prav tako so metaboliti medsebojno strukturno 
zelo različni in so pogosto prisotni v razmeroma nizkih koncentracijah (nM do µM). Zato je 
masna spektrometrija sklopljena s tekočinsko kromatografijo, zaradi svoje visoke občutljivosti, 
selektivnosti, zmožnosti separacije, odkrivanja in identifikacije številnih metabolitov v 
prisotnosti endogenih snovi, primerna za študije metabolizma zdravilnih učinkovin (9). 
1.5.1. Komponente masnega spektrometra in princip delovanja 
Instrument, ki se uporablja pri MS se imenuje masni spektrometer. Kot rezultat analize dobimo 
masni spekter, ki podaja razmerje med maso in nabojem (m/z) spojin v analizirani mešanici. 
MS zagotavlja bogate informacije o posameznih elementih, kar je pomembna prednost pri 
interpretaciji komponent kompleksne mešanice (8) 11). 
Masni spektrometer sestoji iz sledečih komponent: 
- vstopni sistem, 
- komora za ionizacijo, 
- masni analizator v obliki cevi, 
- detektor in 
- sistem za zbiranje podatkov (8). 
 
Slika 2: Komponente masnega spektrometra (8). 
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V procesu potekajo 4 ključne stopnje: 
1.5.1.1. Ionizacija 
Prvotni vzorec je lahko v trdni, tekoči ali plinasti obliki. Vzorec se v toku plina upari in nato 
ionizira v komori za ionizacijo. Obstaja več različnih načinov za ionizacijo. Najpogostejša 
metoda je elektronska ionizacija, ki temelji na odstranjevanju elektronov, da dobimo atom s 
pretežno pozitivnim nabojem. Ionizacijska komora je pod vakuumom, da lahko nastali ioni 
potujejo skozi instrument, brez da bi prišlo do neželenih reakcij, razpršitve ali nevtralizacije 
ionskih molekul. Z gretjem kovinske tuljave, skozi katero teče tok vzorca, se sproščajo 
elektroni, ki trčijo v molekule vzorca in na ta način izbijejo enega ali več elektronov. Ker je za 
odstranitev več kot enega elektrona potrebna visoka energija, ima večina kationov, 
proizvedenih v ionizacijski komori, naboj +1. Pozitivno nabita kovinska plošča potisne ione 
vzorca v naslednji del instrumenta (11). 
1.5.1.2. Pospeševanje 
Ioni potujejo skozi par nabitih vzporednih plošč. Od ene plošče se ti odbijajo, druga pa jih glede 
na naboj privlači. Vsaka plošča ima režo, skozi katero ioni, zaradi sile privlačnosti, potujejo. 
Zaradi razlike v potencialu, se ioni v snopu skozi masni analizator gibljejo pospešeno. Hitrost 
pospeševanja se lahko prilagodi s spreminjanjem napetosti na ploščah. Namen pospeševanja je, 
da vsi ioni pridobijo enako kinetično energijo (10, 11). 
1.5.1.3. Odklon žarkov 
Odklon žarkov poteka v masnem analizatorju, ki je v obliki cevi in je najpomembnejši del 
instrumenta, saj je od njega odvisen obseg masnega spektra. Vloga masnega analizatorja je 
ločevanje generiranih ionov bodisi v prostoru bodisi v času, glede na njihovo razmerje med 
maso in nabojem (m/z). Poznamo več različnih analizatorjev mase, toda način delovanja vseh 
vrst je odvisen od interakcij nabitih delcev z električnim oz. magnetnim poljem (8) (9). Žarek 
ionov prehaja skozi magnetno polje, ki obdaja instrument in odkloni nabite žarke. Količina 
odklonjenih ionov je odvisna od mase in naboja posameznih ionov. 
Lažje komponente in komponente z bolj ionskim nabojem se bodo v polju bolj in hitreje 
odklonile kot težje in manj nabite komponente (11). 
1.5.1.4. Detekcija 
Ko so ioni ločeni, se zbirajo na detektorju ionov, ki deluje tako, da zazna induciran naboj oz. 
trenutni naboj iona, ki udari na površino kovinske žice, ki ga nevtralizira. Signal se prenese v 
sistem za zbiranje podatkov, ki so prikazani kot spekter različnih mas. Večina spektrometrov 
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lahko deluje v pozitivnem ali negativnem načinu. Zato je za pravilno obdelavo podatkov 
pomembno poznavanje nastavitev na instrumentu tekom analize (11). 
1.5.2. Prednosti in omejitve MS 
MS je pomembno orodje za razjasnitev strukture neznanih spojin, saj zagotavlja bogate 
informacije o posameznih elementih, kar je pomembna prednost pri interpretaciji komponent 
kompleksne mešanice. Prav tako je lahko v pomoč pri kvantitativni elementarni analizi, saj je 
intenzivnost signala masnih spektrov neposredno sorazmerna odstotku ustreznega elementa. 
Zahteva majhno količino analiziranega vzorca in je precej hiter. Kot izredno občutljiv detektor 
se uporablja tudi sklopljen z ostalimi kromatografskimi tehnikami, kot so tekočinska 
kromatografija visoke ločljivosti (HPLC-MS), plinska kromatografija (GC-MS) in tekočinska 
kromatografija s tandemsko masno spektrometrijo (LC-MS-MS) za sočasno ločevanje in 
določevanje analitov v vzorcu (8). 
Nekatere omejitve MS pa so, da nam ne poda direktne informacije o strukturi vzorca, kljub 
temu to lahko pogosto sklepamo o sami strukturi vzorca. Potrebna je analiza čistih spojin in pa 
izvedba s spojinami, ki ne prevajajo električnega toka je težavna. Slabost MS je tudi, da ni 
primerna za detekcijo ogljikovodikov, ki fragmentirajo na podobne ione, in z njim ne moremo 
ločiti optičnih in geometričnih izomerov. Pomanjkljivosti zmanjšamo tako, da MS sklopimo s 
prej omenjenimi drugimi analiznimi tehnikami (11). 
1.5.3. Ionizacija z razprševanjem v električnem polju (ESI) 
V masni spektrometriji sklopljeni s tekočinsko kromatografijo lahko uporabljamo različne 
metode za ionizacijo vzorca. ESI je metoda ionizacije, ki jo lahko sklopimo s tekočinsko 
kromatografijo in je zato ena izmed najpogosteje uporabljanih metod ionizacije. Uporablja se 
predvsem za ionizacijo polarnih, nehlapnih molekul visoke občutljivosti. Ena izmed prednosti 
tehnike ESI je ta, da omogoča zaznavanje velikih molekul na analizatorju. Občutljivost ESI ni 
odvisna od količine analiziranega vzorca, ampak od koncentracije analiziranega vzorca. 
Pomanjkljivosti tehnike ESI sta, da ni najbolj primerna tehnika za analizo mešanic in čiščenje 
samega instrumenta je precej zahtevno, saj ima tendenco kontaminacije s preostanki iz prejšnjih 
eksperimentov (9) (12). 
1.6. Metabolna stabilnost 
Metabolna stabilnost se nanaša na dovzetnost biotransformacije načrtovanih zdravilnih 
učinkovin z željenimi farmakokinetičnimi lastnostmi. Običajno se podaja kot meritev 
14 
 
intrinzičnega očitka, iz katerega se lahko ob poznavanju drugih podatkov (volumen distribucije 
in absorbirana frakcija) izračunajo sekundarni farmakokinetični parametri, kot sta biološka 
uporabnost in razpolovni čas. Ti parametri imajo pomembno vlogo pri določanju 
farmakološkega in toksikološkega profila zdravilnih učinkovin ter kompliance s strani 
pacientov. Zato ima optimizacija metabolne stabilnosti tekom samega razvoja in raziskav 
zdravilne učinkovine v farmacevtski industriji zelo pomembno vlogo. Metabolne stabilnosti 
zdravilnih učinkovin v zgodnjih fazah razvoja zaradi nezadostnega poznavanja učinka ne 
moremo testirati na ljudeh, zato se te lastnosti predvidijo na podlagi testiranj z in vivo testi na 
živalih, in vitro celičnih/subceličnih in računalniških sistemih (13)). 
Subcelične frakcije so ene izmed prvih in vitro sistemov, s katerimi so preučevali metabolizem 
in toksičnost zdravilnih učinkovin. Mednje spadajo: jetrni homogenat, S9 frakcija, citosol, 
mikrosomi, rekombinantni encimi, peroksisomi, mitohondrij, lizosomi in jedrne frakcije. 
Prednosti subceličnih frakcij so njihova enostavna priprava, fleksibilnost inkubacijskih pogojev 
in enostavni protokoli za dolgotrajno shranjevanje. Slabost subceličnih frakcij pa je nestabilnost 
določenih encimov med samo pripravo, izguba celične heterogenosti, kadar organ sestavlja več 
različnih vrst celic, in omejitev zaporednega metabolizma (14). 
Kot vir encimov za določanje metabolne stabilnosti se velikokrat uporabljajo jetrni mikrosomi, 
ki večinoma izhajajo iz gladkega endopazemskega retikuluma, saj ti vsebujejo glavni encim, ki 
presnavlja zdravilne učinkovine, citokrom P450 (CYP P450) in UDP-glukuronosiltransferazo 
(UGT), družino encimov, ki konjugira molekule sladkorja uridin difosfat glukuronske kisline 
(UDPGA) z alkoholi, kislinami in amini. Za podporo katalitičnemu ciklu encimov CYP in UGT 
jetrni mikrosomi potrebujejo dodatek bodisi reduciranega nikotinamid adenin dinukleotid 
fosfata (NADPH) ali UDPGA. Jetrni mikrosomi se uporabljajo tudi za reakcijo fenotipizacije, 
s katero identificiramo točno določen encim CYP ali UGT, ki sodeluje pri tvorbi metabolita 
(15, 16). 
Metabolno stabilnost spojine se lahko določi iz meritev izčrpavanja substrata v času inkubacije 
z jetrnimi mikrosomi ali iz merjenja kinetike, ki jo tvori metabolit, kadar imamo opravka z 
znanimi metaboliti (15, 16). 
Ključni dejavnik pri zbiranju podatkov in vitro metabolne stabilnosti je količina beljakovin na 
gram jeter, saj ta neposredno vpliva na izračun vrednosti intrinzičnega očistka glede na celoten 
organ. V večini študij, tako na podganah kot tudi ljudeh, se za izračun uporablja 45 mg 
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mikrosomskih beljakovin na gram jeter. Navedene vrednosti pri študijah na ljudeh med 
posameznimi laboratoriji precej variirajo (15–77 mg na g jeter). Variacijo med laboratoriji je 
delno mogoče razločiti z medlaboratorijskimi razlikami v eksperimentalnih postopkih. Kljub 
temu, pa zelo verjetno obstajajo interindividualne razlike v količini beljakovin v 
endoplazemskem retikulumu, ki so posledica dejavnikov, kot so starost, spol in medicinsko 
zdravljenje (13, 14). 
Zdravilne učinkovine se glede na njihovo občutljivost za metabolizem opredelijo kot trdne ali 
mehke. V tem kontekstu predstavljajo trdne zdravilne učinkovine tiste zdravilne učinkovine, ki 
so na metabolizem odporne in v telesu ostanejo nespremenjene. Mehke zdravilne učinkovine 
pa so zasnovane tako, da imajo predvidljiv in nadzorovan metabolizem in se metabolirajo na 
netoksične metabolite, ki se nato izločijo (17).  
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2. NAMEN DELA 
Glavni namen magistrske naloge je razviti in optimizirati analizno HPLC UV metodo 
sklopljeno z masnim detektorjem za identifikacijo spojin vodnic ter analizni postopek tudi 
potrditi. Glavni cilj bo, da bo razvita metoda čim krajša in primerna za analizo čim večjega 
števila vzorcev, ki so po naravi različni. Spojine bomo sočasno spremljali z masno detekcijo v 
načinu ESI+ in ESI-, zaradi možnega prekrivanja vrhov in ker je naš cilj tudi predlagati 
strukture možnih nastalih metabolitov . 
Zaradi slabe topnosti spojin, bo poudarek predvsem na določanju ustrezne koncentracije, 
volumnu injiciranja, uporabi primerne kromatografske kolone ter izboru ustreznega gradienta. 
Potrebno bo preveriti tudi stabilnost vzorcev v izbranem topilu za raztapljanje in tudi linearnost. 
V drugem delu bomo s spremljanjem deleža površine pod krivuljo (AUC) v odvisnosti od časa 
določali razpolovni čas glavnega vrha v preučevanih spojinah. Večina za merjenje 
razpolovnega časa ali intrinzičnega očistka spojine uporablja jetrne mikrosome, če je le možno 
človeško jetrno S9 frakcijo – supernantant, ki vsebuje mikrosomsko kot tudi citosolsko frakcijo. 
Mi bomo sicer uporabili podganjo S9 frakcijo, ki je cenejša. Ta metoda je zaradi relativne 
enostavnosti eksperimenta in prilagodljivosti HTS široko uporabljana. Prav tako s S9 frakcijo 
in ustreznimi substrati vključujemo encime I. in tudi II. faze metabolizma, kar omogoča, v 
primerjavi z mikrosomi in citosolom, bolj sistematično predstavitev metabolnega profila. 
Pri merjenju metabolne stabilnosti z uporabo jetrnih mikrosomov bomo za razvrščanje 
stabilnosti spojin najprej preučevali dve časovni točki (0 in 30 min). Za natančno določitev 
linearnega dela krivulje pa bomo nato uvedli dodatne časovne točke. Za preveritev delovanja 
testa vsebnosti bomo uvedli tudi pozitivno kontrolo in pa negativno kontrolo (brez NADPH). 
Kot substrat bomo uporabili NADPH, tako da bodo potekale le reakcije metabolizma prve faze, 
če bi želeli preverjati tudi reakcije metabolizma druge faze, pa bi morali dodati tudi substrat 
UDPGA. 
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1. Aparature 
- HPLC: Agilent 1260 Infinity II (1260 Inf2 VL Kvarterna črpalka (G7111A), 1260 Inf2 
UV detektor z dvema valovnima dolžinama (G7114A), 1260 Inf2 Vzorčevalnik iz vial 
(G7129A #020), 1260 Inf2 Večkolonski tesromstat (G7116A)), Agilent Technologies, 
- masni spektrometer: Advion Expression CMSL (Advion Inc., NY, USA) 
- analitska tehtnica, 
- centrifugirka : Tehtnica ®, Centric 400R, 
- stresalnik: Labnet, Vortemp 56, 
- pipetorji, 
- tipsi, 
- epice, 
- steklene temne viale HPLC z vstavki. 
3.2. Topila in reagenti 
- DMSO (proizvajalec: Sigma-Aldrich, CAS: 67 – 68 – 5), 
- diklofenak (proizvajalec: TCI, CAS: 15307 – 86 – 5,>98,0 %, MW = 296, 15 g/mol), 
- Na2HPO4 (proizvajalec: Sigma-Aldrich, CAS: 7558 – 79 – 4, MW = 141, 96 g/mol), 
- NaH2PO4×2H2O (proizvajalec: Sigma-Aldrich, CAS: 10049 – 21- 5, MW: 137, 99 
g/mol), 
- acetonitril (proizvajalec: Merck, CAS: 751 – 05- 8, MW = 41,05 g/mol), 
- MgCl2×6H2O (proizvajalec: Acros Organics, CAS: 7791 – 18 – 6, MW: 203, 31 g/mol), 
- GSH (proizvajalec: Sigma-Aldrich, CAS: 70 – 18 – 8, MW: 307,3235 g/mol), 
- NADPH (proizvajalec: TCI, CAS: 2646 – 71- 1, MW: 833, 35 g/mol), 
- podganji S9 (Sprague-Dawley) moški jetrni encimi (proizvajalec: Sigma-Aldrich; lot: 
SLCC9026), 
- TRIS (proizvajalec: Acros Organics, CAS: 77 – 86 – 1, MW = 121,14 g/mol), 
-  37 % Klorovodikova kislina (proizvajalec: Merck, lot: K50046917 810), 
-  Mravljična kislina (Formic acid 98 % - 100 %, for LC-MS, proizvajalec: LiChropur ®, 
CAS: 64 – 18 – 6) 
- deionizirana voda (Milli Q – Advantage A10), 
- testosteron (proizvajalec: TCI, CAS: 58 – 22 – 0, MW = 288,43 g/mol, >98,0 %). 
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3.3. Priprava raztopin za meritve HPLC  
10,0 mM kontrolna raztopina diklofenaka: 
V 1,5 ml kriovialo natančno zatehtamo približno 4,5 mg diklofenaka in ga raztopino v tolikšni 
količini DMSO-ja (preračunamo, približno 880 µL), da dosežemo končno koncentracijo 10,0 
mM. 
10,0 mM kontrolna raztopina testosterona: 
V 1,5 ml kriovialo natančno zatehtamo približno 4,3 mg testosterona in ga raztopino v tolikšni 
količini DMSO-ja (preračunamo, približno 1,5 mL), da dosežemo končno koncentracijo 10,0 
mM. 
200,0 mM fosfatni pufer, pH = 7,4: 
V 500 ml merilno bučko natančno zatehtamo približno 10,990 g Na2HPO4 in 3,117 g NaH2PO4 
× 2H2O, raztopimo v 450 ml vode Milli Q in po potrebi vrednost pH naravnamo na 7,4 s 
fosforno kislino ali NaOH. Nato vodo Milli Q dopolnimo do oznake volumna in dobro 
premešamo. 
Opomba: Na podlagi osnovnega protokola za metabolno stabilnost smo eksperimente začeli s 
fosfatnim pufrom. Nato smo na podlagi literaturnih podatkov, v katerih smo pridobili 
informacije o razpolovnih časih standardov, fosfatni pufer zamenjali s TRIS puferno raztopino 
in eksperimentalno delo nadaljevali s slednjim. 
200,0 mM TRIS puferne raztopine, pH = 7,4: 
V 500 ml merilno bučko zatehtamo 12,114 g TRIS, raztopimo v 450 ml vode Milli Q in vrednost 
pH naravnamo na 7,4 z 2 M HCl. Nato vodo Milli Q dopolnimo do oznake volumna in dobro 
premešamo. 
100,0 mM MgCl2: 
V 5 ml merilno bučko natančno zatehtamo približno 101,6 mg MgCl2 in ga raztopimo v tolikšni 
količini vode Milli Q (preračunamo), da dosežemo končno koncentracijo 100,0 mM. 
50,0 mM GSH: 
V 1,5 ml kriovialo natančno zatehtamo približno 23,0 mg GSH in ga raztopimo v tolikšni 
količini vode Milli Q (preračunamo), da dosežemo končno koncentracijo 50,0 mM. 
10,0 mM NADPH: 
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V 1,5 ml kriovialo natančno zatehtamo približno 12,5 mg NADPH in ga raztopimo v tolikšni 
količini vode Milli Q (preračunamo), da dosežemo končno koncentracijo 10,0 mM. 
2,0 mg/ml encim S9: 
Pred uporabo encim s koncentracijo 20,0 mg/ml 10x redčimo z vodo Milli Q. V epico 
dopipetiramo 5 µl encima S9 in dodamo 45 µl vode Milli Q ter dobro premešamo. 
10,0 mg/ml encim S9: 
Pred uporabo encim s koncentracijo 20,0 mg/ml 2x redčimo z vodo Milli Q. V epico 
dopipetiramo 5 µl encima S9 in dodamo 5 µl vode Milli Q ter dobro premešamo. 
500-krat redčen substrat v 200,0 mM TRIS puferni raztopini, pH = 7,4: 
V 1,5 ml vialo dopipetiramo 3 µl 10,0 mM spojine in dodamo 1,497 ml 200,0 mM TRIS puferne 
raztopine, pH = 7,4. 
(c = 20 µM) 
100-krat redčen substrat v 200,0 mM TRIS puferni raztopini, pH = 7,4: 
V 1,5 ml vialo dopipetiramo 5,0 µl 10,0 mM spojine in dodamo 495 µl 200,0 mM TRIS puferne 
raztopine, pH = 7,4. 
(c = 100 µM) 
4. EKSPERIMENTALNI DEL 
4.1. Razvoj metode HPLC  
4.1.1. Volumen injiciranja 
Zaradi slabše topnosti spojin bomo vzorce pripravili v nizkih koncentracijah (µM). Volumen 
injiciranja pri naši izhodiščni metodi 10 µl je lahko za tako nizke koncentracije prenizek. Zato 
bomo začetne vzorce analizirali po 10 µl volumnu injiciranja in po povečanem volumnu 
injiciranja 50 µl, da preverimo ali povečanje vpliva na obliko vrhov in ali se površina pod 
krivuljo sorazmerno ustrezno poveča. V primeru, da bo ta volumen ustrezen, bomo vse spojine 
analizirali z volumnom injiciranja 50 µl. 
4.1.2. Kolona 
Izbor kolone je odvisen od vrste molekul, ki jih določamo. Kolone C3, C4 in C5 so hitreje 
podvržene hidrolizi kot kolone z daljšimi alkilnimi verigami in se uporabljajo za kromatografijo 
ion-pairing. Najboljšo retencijo za nepolarne analite imajo oktadecil (C18, ODS) kolone in se 
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zato tudi najpogosteje uporabljajo. Prav tako so široko uporabne kolone C8. Imajo sicer slabše 
retencije kot C18, kljub temu so precej uporabne na farmacevtskem področju. Fenilne kolone 
ponujajo edinstveno selektivnost in so v splošnem manj reaktivne kot kolone C8 ali C18. 
Običajno se uporabljajo za ločevanje aromatskih spojin in ob njihovi uporabi kot mobilno fazo 
B uporabljamo metanol. Nitrilne kolone so polarne in se lahko uporabljajo za reverzno-fazno 
ali normalno fazno kromatografijo. Običajno jih uporabimo, ko želimo povečati retencije 
polarnih analitov. Za analizo naših vzorcev se odločimo za uporabo kolone xBridge C18 (1). 
Ker se za večino vzorcev priporoča uporaba kratke kolone, izberemo dimenzije 15 cm × 
4,6 mm, in 3,5 µm delce. Z zmanjšanjem velikosti delcev bi lahko separacijo še povečali, toda 
obstaja tudi večja verjetnost, da bi kolono hitreje zamašili, poleg tega se tlaki v HPLC sistemu 
zelo povišajo. Ker od začetka vzorcev še nismo dovolj dobro poznali, je vmesna velikost delcev 
3,5 µm tako ustrezna. Krajše kolone pa omogočajo krajše retencijske čase in čase uravnoteženja 
sistema. Sorazmerno se uporabljajo vrednosti pretoka 1,0 in 1,5 ml/min. 
Preverili bomo tudi robustnost kolone, tako da bomo vzorce analizirali na drugem lotu kolone. 
4.1.1. Valovna dolžina UV 
Ker želimo razviti metodo, ki bo uporabna za večje število spojin, sistem pa nam omogoča 
snemanje le dveh valovnih dolžin, se odločimo za dve pogosto uporabljeni valovni dolžini: 220 
in 254 nm. Za izračune bomo uporabljali kromatograme, posnete pri 254 nm. Za osnovno 
določanje bo približna valovna dolžina dovolj, saj je naš cilj razvoj metode za večje število 
spojin. V primeru, da bi namembnost metode želeli za točno določeno spojino, bi morali posneti 
celoten spekter oz. iz literaturnih podatkov pridobiti informacijo o maksimalni valovni dolžini, 
če ta obstaja, in to uporabiti v kromatografskih pogojih metode. 
4.1.2. Mobilna faza in gradient 
Ker imamo opravka z reverzno-fazno kromatografijo, naši mobilni fazi sestavljata vodna oz. 
puferna raztopina (mobilna faza A) in organski modifikator (mobilna faza B). Ker imamo 
HPLC sistem sklopljen z masnim detektorjem, moramo biti pozorni, da je naša mobilna faza 
primerna tudi za ta detektor. Pogosto uporabljane mobilne faze za masno spektrometrijo so 
trifluoroocetna kislina, mravljična kislina in amonijev format. Trifluoroocenta kislina ni 
kompatibilna z načinom ionizacije ESI, ki ga bomo uporabili tudi mi, saj povzroči zaviranje 
signala in nestabilno razprševanje zaradi učinkov površinske napetosti. Zato se odločimo za 
uporabo mravljične kisline. 
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Začetni kromatografski pogoji: 
Mobilna faza A:  0,1 % mravljična kislina +1 % acetonitrila (V/V) 
Mobilna faza B:  acetonitril 
Kolona:   xBridge C18, 150 × 4,6 mm, 3,5 um 
Volumen injiciranja:  10 µl in 50 µl 
Pretok:   1,5 ml/min 
Temperatura vzorčevalnika:  20–25 °C 
Temperatura kolone:  40 °C 
Detekcija:   UV, valovna dolžina 254 nm in 220 nm 
Gradient: 
t (min) mobilna faza A (%) mobilna faza B (%)  
0 75 25 
1 75 25 
6 2 98 
6,5 2 98 
7 75 25 Uravnoteženje 
sistema 10 75 25 
Izhodiščni kromatografski pogoji so bili izbrani na podlagi že obstoječih metod in literaturnih 
podatkov. Po izhodiščnih kromatografskih pogojih imamo na začetku precej vrhov in v 
določenih vzorcih ne vidimo nastalih metabolitov zato bomo gradient optimizirali, saj obstaja 
možnost, da se naši metaboliti skrivajo pod temi začetnimi vrhovi. Na ta način bomo to 
preverili, čeprav na podlagi MS sklepamo, da metabolitov ni prisotnih, toda zaradi nizkih 
koncentracij ne moremo zagotovo trditi ali jih ne vidimo ali res niso prisotni. 
Optimizacija mobilne faze in njenega razmerja je bolj enostavna kot optimizacija stacionarne 
faze, zato smo določene spojine analizirali po različnih gradientih, kjer smo spreminjali deleže 
organskega modifikatorja. Naš cilj je ločiti čim več testnih spojin, hkrati pa kot že omenjeno, 
ločiti vrhove, ki se eluirajo takoj na začetku okoli mrtvega volumna. 
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Prva optimizacija kromatografskih pogojev: 
Mobilna faza A:  0,1 % mravljična kislina +1 % acetonitrila (V/V) 
Mobilna faza B:  acetonitril 
Kolona:   xBridge C18, 150 × 4,6 mm, 3,5 um 
Volumen injiciranja:  50 µl 
Temperatura vzorčevalnika:  20–25 °C 
Temperatura kolone:  40 °C 
Detekcija:   UV, valovna dolžina 254 nm in 220 nm 
Gradient: 
t  
(min) 
mobilna faza A  
(%) 
mobilna faza B  
(%) 
Pretok  
(ml/min) 
 
0 95 5 1 
2 95 5 1 
4 80 20 1,5 
5 80 20 1,5 
15 2 98 1,5 
16 2 98 1,5 
16,5 80 20 1,5 
17,2 80 20 1 
17,4 95 5 1 Uravnoteženje 
sistema 
21 95 5 1 
Pri prvi optimizaciji na začetnih pogojih povišamo delež mobilne faze A, prav tako podaljšamo 
čas na teh pogojih iz 1 minute na 2 minuti, da bi se polarne spojine na začetku lepše ločile. Nato 
precej podaljšamo čas, v katerem delež mobilne faze B doseže končne pogoje 98 %. Ker smo 
povišali delež mobilne faze A na začetnih pogojih, vzporedno pri teh pogojih znižamo pretok, 
saj imamo precejšen delež vode, ki tako prihaja na kolono in lahko negativno vpliva na njene 
lastnosti ter povzroči njeno posedanje. Ostalih kromatografskih pogojev ne spreminjamo. 
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Druga optimizacija kromatografskih pogojev: 
Mobilna faza A:  0,1 % mravljična kislina +1 % metanol (V/V) 
Mobilna faza B:  metanol 
Kolona:   xBridge C18, 150 × 4,6 mm, 3,5 um 
Volumen injiciranja:  50 µl 
Temperatura vzorčevalnika:  20–25 °C 
Temperatura kolone:  40 °C 
Detekcija:   UV, valovna dolžina 254 nm in 220 nm 
Gradient: 
t  
(min) 
mobilna faza A  
(%) 
mobilna faza B  
(%) 
Pretok  
(ml/min) 
 
0 95 5 1 
2 95 5 1 
4 80 20 1,5 
5 80 20 1,5 
15 2 98 1,5 
16 2 98 1,5 
16,5 80 20 1,5 
17,2 80 20 1 
17,4 95 5 1 Uravnoteženje 
sistema 21 95 5 1 
Pri naslednji optimizaciji ohranimo enak gradient kot pri prvi optimizaciji, 21 minut dolgi 
metodi. Tokrat zamenjamo mobilno fazo B. Namesto acetonitrila uporabimo metanol. Vemo, 
da organski modifikator vpliva na selektivnost in bomo separacijo poizkusili izboljšati že z 
večanjem njegove moči v prvi optimizaciji, zato se odločimo, da zamenjamo organski 
modifikator, da preverimo vpliv na ločbo, obliko vrhov. 
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Tretja optimizacija kromatografskih pogojev: 
Mobilna faza A:  0,1 % mravljična kislina +1 % acetonitrila (V/V) 
Mobilna faza B:  acetonitril 
Kolona:   xBridge C18, 150 × 4,6 mm, 3,5 um 
Volumen injiciranja:  50 µl 
Pretok:   1,0 ml/min 
Temperatura vzorčevalnika:  20–25 °C 
Temperatura kolone:  40 °C 
Detekcija:   UV, valovna dolžina 254 nm in 220 nm 
Gradient: 
t  
(min) 
mobilna faza A  
(%) 
mobilna faza B  
(%) 
 
0 90 10 
15 10 90 
16 10 90 
21 90 10 Uravnoteženje 
sistema 26 90 10 
Pri tretji optimizaciji kromatografskih pogojev ponovno kot mobilno fazo B uporabimo 
acetonitril in optimiziramo gradient. Začetne pogoje mobilne faze povečamo glede na 
izhodiščne pogoje, iz 75 % na 90 % in nič ne pustimo na začetnih pogojih, temveč takoj 
pričnemo z gradientom in podaljšamo čas, da mobilna faza B doseže maksimum do 15 minute. 
Uravnoteženje sistema podaljšamo iz 3 minut na 5 minut. Pretok spremenimo iz 1,5 ml/min na 
1,0 ml/min. Ostalih kromatografskih pogojev ne spreminjamo. 
25 
 
Četrta optimizacija kromatografskih pogojev: 
Mobilna faza A:  0,1 % mravljična kislina +1 % acetonitrila (V/V) 
Mobilna faza B:  acetonitril 
Kolona:   xBridge C18, 150 × 4,6 mm, 3,5 um 
Volumen injiciranja:  50 µl 
Pretok:   1,5 ml/min 
Temperatura vzorčevalnika:  20–25 °C 
Temperatura kolone:  40 °C 
Detekcija:   UV, valovna dolžina 254 nm in 220 nm 
Gradient: 
t  
(min) 
mobilna faza A  
(%) 
mobilna faza B  
(%) 
 
0 95 5 
1 95 5 
14 5 95 
15 5 95 
16 95 5 Uravnoteženje 
sistema 19 95 5 
Za zadnji gradient, glede na izhodiščnega, povečamo delež mobilne faze A na začetnih pogojih 
in podaljšamo čas, da mobilna faza B doseže svoj maksimalni delež. Čas na začetnih pogojih 
pustimo 1 minuto, kot v prvotnem gradientu, s predpostavko, da se metaboliti ne nahajajo med 
vrhovi na začetku. Glede na prejšnje gradiente poizkušamo doseči neko vmesno dolžino 
gradienta, da ni ne prekratek, da se vsi vrhovi eluirajo do konca maksimalnega deleža B, in ne 
predolg, saj želimo analizo izvesti čim hitreje. Zato izberemo srednjo dolžino časa, 13 minut, 
da delež mobilne faze B doseže svoj maksimum 95 %. Uravnoteženje sistema mora biti glede 
na dimenzije kolone in pretok približno 3 minute, kot v izhodiščnem gradientu. Tako imamo 
metodo dolgo 19 minut. 
4.2. Priprava raztopin vzorcev 
V epico dopipetiramo 80 µl 100-krat redčene testne spojine* v 200,0 mM TRIS puferni 
raztopini, pH = 7,4, dodamo 40 µl 100 mM MgCl2, 160 µl vode Milli Q (količino preračunamo 
tako, da dosežemo končni volumen 400 µl) in 40 µl 10,0 mg/ml encima S9 ter na hitro 
premešamo z mešalnikom vortex. Raztopino 5 minut predinkubiramo v stresalniku za epice pri 
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20 obratih/minuto in 37 °C. Nato dodamo 40 µl 50 mM GSH ter dobro premešamo. Nato 
dodamo 40 µl 10 mM NADPH ter dobro premešamo. 
Pripravljeno raztopino nato alikvotiramo po 75 µl v 5 epic in jih inkubiramo na stresalniku za 
različne čase (0, 15, 30, 60 in 120 minut)** pri 20 obratih/minuto in 37 °C. V posamezni 
časovni točki reakcijo ustavimo tako, da v posamezno epico dodamo 0,5-kratno količino v 
hladilniku ohlajenega acetonitrila (37,5 µl). Epico z oborjenim proteinom nato 5 minut 
centrifugiramo pri 18000 obratov/minuto in 10 °C. Supernantant vzorčimo v vialo HPLC in 
analiziramo. 
*Testne spojine, ki smo jih analizirali, so bile 10 mM raztopine v DMSO-ju, hranjene v 
zamrzovalniku in so bile sintetizirane na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani. Vse raztopine so 
bile sveže pripravljene tik pred analizo. 
**Prvi sklop vzorcev smo alikvotirali v 2 epici po 180 µl in jih inkubirali na stresalniku v dveh 
časovnih točkah (0 in 30 minut) ter nato dodali 90 µl acetonitrila za ustavitev reakcije. 
V začetnih analizah smo določenim vzorcem dodali tudi 3-kratno količino acetonitrila za 
ustavitev reakcije, da smo preverili vpliv količine acetonitrila za ustavitev reakcije. 
4.3. Masna spektrometrija 
Metoda za ionizacijo vzorca, ki jo bomo uporabili, je metoda ESI. Razprševanje vzorca poteka 
tako, da v toku vzorca pri atmosferskem tlaku priključimo visoko napetost ob sočasnem 
uvajanju plina. Snop vzorca se razpršuje v vakuumsko komoro masnega spektrometra, kjer 
topilo zaradi kombinacije toplote, vakuuma in uvedenega plina pod napetostjo izhlapeva iz 
razpršenih kapljic, kjer se analit ionizira. Ioni so pod napetostjo pospešeni v masni analizator, 
detektor beleži razmerje med maso in nabojem (m/z) ionov, ki prehajajo detektor (18). 
Vse vzorce bomo analizirali v načinu ionizacije ESI+ in ESI-. V masnih spektrih bomo iskali 
molske mase, ki ustrezajo našim spojinam, njihovim možnim nastalim metabolitom in adukte, 
ki jih spojine tvorijo. Zaradi nizkih koncentracij vzorcev (µM) lahko pričakujemo, da 
metabolitov v kromatogramu UV ne bomo videli, zato nam bo MS zaradi svoje visoke 
občutljivosti v veliko pomoč pridoločevanju njihovih molskih mas. Parametri, nastavljeni na 
masnem spektrometru, so prikazani na sliki 3. 
27 
 
 
Slika 3: Nastavljeni parametri masnega spektrometra. 
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5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1. Razvoj HPLC metode 
Naš cilj je bil razviti robustno metodo, primerno za analizo čim večjega števila različnih spojin 
vodnic. Hkrati smo želeli, da bo ta metoda tudi čim krajša, da čim hitreje pridobimo informacije 
o preiskovanih spojinah. 
Pri začetnih kromatografskih pogojih, kjer smo uporabili 10-minutno metodo z mobilno fazo 
A – 0,1 % mravljično kislino + 1 % acetonitrila in mobilno fazo B – acetonitiril, so bili vrhovi 
medsebojno lepo ločeni, toda določene spojine se eluirajo, ko gre gradient nazaj na začetno 
razmerje mobilnih faz, kot je prikazano na spodnji sliki 4 za spojino IZS-47.  
 
Slika 4: Povečan izpis kromatograma spojine IZS-47 pri 10 µM koncentraciji, ki se eluira pri 
rt = 6:67 min. 
Pri 6:5 minute se delež mobilne faze B 98 % vrača na začetne pogoje 25 %. Elucija v prehodu 
iz končnih na začetne deleže mobilnih faz ni primerna, zato ti začetni kromatografski pogoji ne 
bodo ustrezni za našo metodo. Prav tako se nam je vrh spojine IZS-209 eluiral pod vrhom 
ozadja na ~5:33 minuti, ki pripada acetonitrilu. Pripadnost tega vrha acetonitrilu smo potrdili 
tako, da smo injicirali sam acetonitril in matriks (vse kar naš vzorec vsebuje razen spojine). 
 
Slika 5: Kromatogram acetonitrila. 
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Slika 6: Povečan izpis kromatograma matriksa (vse razen spojine). 
Pri prvotni optimizaciji gradienta smo povišali maksimalni delež mobilne faze A iz 75 % na 
95 % in namesto 1 minute čas na teh pogojih podaljšali na 2 minuti, da bi polarne vrhove na 
začetku lepše ločili. Vrhovi na začetku so precej lepše ločeni, kar je razvidno iz slike 7. 
 
Slika 7: Matriks brez spojine in encima S9. 
Precej smo podaljšali tudi čas, da delež mobilne faze B doseže svoj maksimum 98 % (iz 5 minut 
na 13 minut). Vrhovi spojin imajo lepo obliko in so medsebojno ločeni, vendar je gradient 
precej dolg. Naš cilj je imeti krajšo metodo, zato smo gradient še naprej optimizirali, saj 
injiciramo precejšno število spojin in nam podaljšan čas same analize občutno poveča čas za 
izvedbo vseh potrebnih analiz. 
 
Slika 8: Kromatogram spojine IZS-47 po 21-minutnem gradientu. 
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Pri naslednji optimizaciji smo najprej želeli preveriti še zamenjavo organskega modifikatorja, 
preden ponovno spreminjamo gradient. Tako smo mobilno fazo B acetonitril zamenjali z 
metanolom in injicirali po enakem 21-minutnem gradientu kot pri prvi optimizaciji. Opazimo, 
da se vrhovi zamaknejo, kar je pričakovano, saj ima metanol večjo elucijsko moč kot acetonitril. 
Oblika vrhov in njihova ločba so podobni kot pri acetonitirilu, opazimo le manjšo razliko v 
vrhovih na začetku. Spojina IZS-47 pa se nam tudi eluira v prehodu gradienta iz končnega na 
začetno razmerje mobilnih faz, kar ni ustrezno. IZS-47 se eluira na rt = 16:23 min, kot je 
razvidno iz slike 9, gradient metode pa med 16. in 17:4 minuto prehaja nazaj na začetno 
razmerje mobilnih faz. Zato se odločimo, da gremo v nadaljnji razvoj metode z acetonitrilom 
kot mobilno fazo B. 
 
Slika 9: Kromatogram spojine IZS-47 po 21-minutnem gradientu, mobilna faza B je metanol. 
Pri nadaljnji optimizaciji smo začetne pogoje mobilne faze povečali na 90 % brez izokratskega 
dela na začetnih pogojih in do 15. minute gradientno dosegli končne pogoje mobilne faze B 
90 %. Iz slike 10 je razvidno, da so vrhovi lepe oblike, toda vrha IZS-47 in IZS-209 se eluirata 
preveč skupaj, zato ju bomo poskusili še nekoliko ločiti. 
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Slika 10: Kromatogram zmesi spojin IZS-40 (rt = 9:24 min), testosterona (rt = 11:08 min), 
IZS-47 (rt = 12:51 min) in IZS-209 (rt = 13:04 min) po 19-minutnem gradientu. 
Kot zadnjo optimizacijo smo glede na izhodiščni gradient povečali delež mobilne faze iz 75 % 
na 95 % in pustili 1 minuto na teh pogojih, saj na podlagi masnega spektra sklepamo, da vsi 
vrhovi na začetku pripadajo matriksu in niso pomembni za naše določanje. Kot maksimalni 
delež namesto 98 % mobilne faze B izberemo 95 % in čas doseganja teh končnih pogojev iz 5 
minut podaljšamo na 13 minut. To bi moralo biti glede na elucijski čas spojin po prejšnjih 
gradientih dovolj. Ta predpostavka se je izkazala kot pravilna, saj se vse spojine eluirajo v 
ustreznem deležu mobilnih faz in so medsebojno ločene, kar je razvidno iz slike 11. Najkrajši 
čas gradienta, da so vse naše spojine ločene, je tako 19 minut, saj moramo za končnimi pogoji 
imeti še uravnoteženje sistema, ki glede na dimenzije naše kolone in pretok 1,5 ml/min ne sme 
biti krajši od 3 minut. Uravnoteženje sistema je pri gradientni eluciji obvezen, saj moramo pred 
začetkom analize in pred vsakim naslednjim injiciranjem kolono uravnotežiti na začetnih 
pogojih mobilnih faz. Ker se je 19-minutni gradient izkazal kot ustrezen, se odločimo, da bomo 
vse naše spojine preanalizirali po tem gradientu. 
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Slika 11: Kromatogram zmesi spojin IZS-40 (rt = 8:52 min), testosterona (rt = 10:21 min), 
IZS-47 (rt = 11:50 min) in IZS-209 (rt = 12:28 min) po 19-minutnem gradientu. 
Na sliki 12 je grafični prikaz spreminjanja deleža mobilne faze B v odvisnosti od časa za vsak 
posamezni gradient, ki smo ga preverjali. 
 
Slika 12: Grafični prikaz deleža mobilne faze B v odvisnosti od časa za posamezne gradiente. 
5.2. Koncentracije vzorcev, encima in volumen injiciranja 
V začetnih eksperimentih smo encim pripravili pri osnovni koncentraciji 2,0 mg/ml in nismo 
opazili spremembe v površini pod krivuljo metabolnega standarda diklofenaka, niti nastanka 
nobenega metabolita. Zato smo v nadaljnjih eksperimentih zmanjšali redčitev encima iz 10-
kratne na 2-kratno redčitev, da smo tako povečali aktivnost encima. Pri primerjavi površin pod 
krivuljo standarda diklofenaka z encimom osnovne koncentracije 2,0 mg/ml in 10,0 mg/ml 
opazimo, da se pri povečani koncentraciji encima kot pričakovano metabolizira večja količina 
diklofenaka. Razpolovni čas diklofenaka je bil glede na literaturne podatke še vedno predolg. 
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Primerjalno smo kot potencialno kontrolno raztopino posneli tudi testosteron, za katerega smo 
imeli iz izhajajočega literaturnega vira prav tako podatek o razpolovnem času. Razpolovni čas 
v mišjih črevesnih frakcijah S9 iz literature je 20,2 minuti, kar je precej krajši čas kot naša 
izračunana vrednost, ki znaša 935,4 minute. Da pospešimo metabolizem, bomo v naslednjem 
eksperimentu končno koncentracijo spojine zato 10-krat zmanjšali. 
Pri izhodiščni koncentraciji vzorca 12,5 µM so bili odzivi spojin pri 10 µl volumnu injiciranja 
precej nizki (višina vrha med 5-10 mAU), zato smo naprej povečali volumen injiciranja na 
50 µl. Odzivi so bili tako bolj primerni (višina vrha med 50 -100 mAU). Sprememba volumna 
injiciranja je najbolj enostaven način za izboljšanje odzivov na kromatogramu, posebej kadar 
imamo na voljo manjšo količino vzorca ali je vzorec slabo topen in ga moramo zaradi tega 
pripraviti na zelo nizko koncentracijo. Toda zaradi povečanja aktivnosti smo bili primorani 
koncentracijo vzorcev znižati in posledično so bili pri znižanju koncentracije vzorcev na 1,25 
µM tudi pri volumnu injiciranja 50 µl odzivi spojin zelo nizki (višina vrha pod 5 mAU), opazili 
smo zmanjševanje površine pod krivuljo, toda nastalih metabolitov nismo videli niti v 
kromatogramu UV niti v masnem spektru. Zato smo v 1,25 µM raztopino testosterona injicirali 
še 100 µl. 
 
Slika 13: 1,25 µM raztopina testosterona, volumen injiciranja 50 µl. 
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Slika 14: 1,25 µM raztopina testosterona, volumen injiciranja 50 µl. 
Opazimo, da se površina ustrezno enkrat poveča, toda višina vrha se poveča samo za ~2 mAU 
in vrh se precej razširi. Zato smo vse nadaljnje vzorce injicirali z volumnom injiciranja 50 µl in 
na nekaterih spojinah preverili tudi linearnosti v območju 100-1 µM ter na podlagi odzivov 
(ciljano višina vrha ~25 mAU) ustrezno povečali koncentracijo vzorcev. 
Vmes testno preverimo še koncentraciji 5 µM in 2 µM, toda na koncu se odločimo za 
koncentracijo 13,33 µM, pri kateri testiramo metabolno stabilnost spojin. 
5.3. Robustnost kolone 
Robustnost je sposobnost analiznega postopka, da le-ta ostane neprizadet zaradi majhnih, 
vendar namernih razlik v parametrih metode in se običajno določa tekom razvoja metode. 
Robustnost ocenimo s primerjavo rezultatov pri spremenjenih pogojih z rezultati, ki jih dobimo 
pri običajnih pogojih. Robustnost se lahko preveri s spremembo deleža organskega 
modifikatorja, spremembo pH vodne oz. puferne raztopine (običajno vrednost pH variira za ± 
0,1 enoto), spremembo temperature kolone (običajno temperatura kolone variira za ± 5 °C), 
spremembo pretoka ali zamenjave kolone s kolono drugega lota (običajno se primerja 3 kolone 
z različnimi loti). V našem primeru smo preverili robustnost kolone. Kolona, ki smo jo 
uporabljali je xBridge C18, 150 × 4,6 mm, 3,5 µm. C18 so najpogosteje uporabljane kolone, 
saj imajo najboljšo retencijo za nepolarne analite. Zaradi širokih vrhov in posledično nižjih 
odzivov na prvi koloni, ki smo jo uporabljali, smo posumili, da se kolona morda že poseda in 
se odločili, da preverimo drug lot kolone, hkrati pa s tem preverimo tudi robustnost. Ta kolona 
je tudi novejša in je na njej bilo narejenih manjše število injiciranj. Lota kolon, ki smo ju 
primerjali, sta: 01813618913870 in 01813618913878. Kromatograma obeh lotov kolon sta bila 
medsebojno primerljiva, torej je bila prva kolona ustrezna, vrhovi se prav tako niso zamikali, 
retencijski časi in površine so ponovljivi, s čemer smo potrdili tudi robustnost kolon. 
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5.4. Merjenje metabolne stabilnosti spojin z uporabo jetrnih S9 
mikrosomov 
Nabor spojin vodnic smo pripravili po postopku, opisanem v poglavju 3.5. Priprava raztopin 
vzorcev, in za vsako spojino preučili spremembo površine pod krivuljo za glavni vrh v dveh 
časovnih točkah (0 in 30 minut). Na ta način smo spojine razvrstili glede na njihovo stabilnost. 
Za spojine, katerim se je površina pod krivuljo po 30 minutah inkubiranja glede na začetno 
površino ob času 0 spremenila za manj kot 5 %, predpostavljamo, da so metabolno stabilne, saj 
imajo dolge razpolovne čase. Če se spojina metabolizira 10 % v 30 minutah, ima razpolovni 
čas 2,28 ure. Če se spojina metabolizira 5 % v 30 minutah, ima razpolovni čas 6,75 ure. Da smo 
zagotovili ustreznost testa, smo v test vključili pozitivno kontrolo, kjer smo kot metabolni 
standard uporabili najprej diklofenak, ki se nam zaradi predolgega razpolovnega časa ni zdel 
ustrezen in smo ga zato zamenjali s testosteronom. 
Spojine, katerim se je površina pod krivuljo po 30 minutah inkubiranja spremenila za več kot 5 
% glede na začetno površino ob času 0, smo ponovno pripravili in jim merili metabolno 
stabilnost v več časovnih točkah (0, 15, 30, 60 in 120 minut) za natančnejšo določitev 
razpolovnega časa. 
V začetnih eksperimentih smo vzorce inkubirali do 240 minut, in ker smo pri standardu 
testosterona opazili, da se v manj kot 1 uri porabi vsa spojina, smo nadaljnji čas inkubiranja 
zmanjšali na 120 minut. Točko 120 minut smo še vedno pustili kot preveritev, da potrdimo, kaj 
se dogaja, in hkrati za natančnejšo določitev razpolovnega časa ostalih spojin, ki se 
metabolizirajo počasneje. Pri izračunu razpolovnega časa pa smo uporabili le točke do 60 
minut, brez 120 minut in razpolovni čas izračunali po spodnji enačbi: 
𝑡1/2 =
𝑙𝑛2
−𝑘
 
kjer je t1/2 razpolovni čas in k je naklon premice. 
Za vse spojine, ki smo jih analizirali v več časovnih točkah, smo pripravili tudi negativno 
kontrolo (brez NADPH). Negativna kontrola je za vsako posamezno testno spojino uvedena z 
namenom, da se določi vir izgube spojine (npr. karboksilesteraze, toplotna nestabilnost 
spojine, …). Z negativno kontrolo se ne preverja vira izgube spojine, ki je vir oksidativnega 
metabolizma. Negativno kontrolo smo pripravili po enakem postopku kot sam vzorec, toda brez 
NADPH, namesto katerega smo dodali enako količino vode. S tem smo preverili morebitno 
nestabilnost testnih spojin ali razpad encimov, ki ni posledica NADPH. Površine vrhov vseh 
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testnih spojin so bile primerljive z njihovimi negativnimi kontrolami, s čimer smo potrdili, da 
so testne spojine stabilne in da ni drugih vplivov na razpad encima. 
 
Slika 15: Grafični prikaz razpolovnega časa spojine KEB-12 z NADPH in brez NADPH. 
Pripravili smo tudi dodatne negativne kontrole, in sicer različne matrične kontrole. V eni 
kontroli smo uporabili vse komponente razen testnih spojin, v drugi kontroli pa vse 
komponente, s testno spojino vred in brez encima. Analizirali smo tudi 100 % acetonitril, ki se 
uporablja kot topilo za pripravo vzorca za HPLC in hkrati tudi za ustavitev reakcije. 
Na ta način smo preverili prisotnost vrhov v kromatogramu UV, ki ne pripadajo naši testni 
spojini, so posledica matriksa oz. topila. Da vrhovi ne pripadajo naši spojini, smo potrdili tudi 
z MS. 
5.5. Kritični parametri in odpravljanje težav 
Pri izvajanju protokolov smo se srečali tudi s težavami različnih odzivov in neponovljivimi 
kromatogrami, zato smo izvedli tudi preverjanje kritičnih parametrov. Parametre smo preverjali 
po osnovnem 10-minutnem gradientu, iz katerega smo izhajali, da smo čim hitreje pridobili 
rezultate. Preveritev smo izvajali na testosteronu in testni spojini IZS-40. 
Najprej smo preverili vpliv petih minut predinkubacije in centrifugiranja po ustavitvi 
reakcije z acetonitrilom. Za preveritev smo pripravili dva vzorca. Prvega smo pripravili po 
postopku s 5 minut predinkubacije pri 37 °C in 5 minut centrifugiranja pri 18000 
obratov/minuto. Drugi vzorec pa smo pripravili po postopku brez predinkubacije in 
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centrifugiranja. Površini testosterona in IZS-40 sta bili v obeh vzorcih primerljivi, kar pomeni 
da predinkubacija in centrifugiranje nimata vpliva na spojino. 
Posumili smo tudi na možnost precipitacije ali vezavo naše spojine na protein in njeno 
posledično izgubljanje pri nadaljnjih redčenjih ter vpliv encima S9 in NADPH. Za preveritev 
smo pripravili 3 vzorce. Prvi vzorec je bil pripravljen po postopku ob času 0, naslednji z vsemi 
spojinami le brez dodatka encima, katerega nadomestimo z 200,0 mM TRIS puferno raztopino, 
pH= 7,4. In zadnji vzorec, pripravljen po postopku brez NADPH, ki ga nadomestimo z vodo 
Milli Q. Površine testosterona in IZS-40 so bile v vseh treh vzorcih primerljive, kar pomeni da 
encim in NADPH nimata vpliva na spojino. Na ta način smo tudi potrdili, da spojina ne 
precipitira in jo z redčenjem ne izgubljamo. 
Pripravili smo tudi sam NADPH v acetonitrilu na delovno koncentracijo 1 mM, injiciran 50 µl 
(koncentracija je višja kot končna koncentracija v vzorcu, saj smo v začetnih eksperimentih 
vzorce pripravljali na višjo koncentracijo), da smo preverili njegov odziv na kromatogramu. 
 
Slika 16: NADPH v acetonitrilu na delovni koncentraciji 1 mM, injiciran 50 µl. 
NADPH se eluira takoj na začetku pri maksimalnem deležu mobilne faze A 75 % in se eluira v 
obliki dvojnega vrha. 
Preverili smo tudi morebiten vpliv plastike. Vzorec smo enkrat pripravili v plastični epici, 
pripravljen v voda: acetonitril, končno razmerje za analizo po protokolu. Drugič pa direktno v 
stekleni viali za HPLC po enaki pripravi. Površini testosterona in IZS-40 obeh vzorcev sta bili 
primerljivi, kar pomeni da plastika nima vpliva in vzorce lahko pripravljamo v plastičnih 
epicah. 
Iz virov se kot najbolj učinkovito topilo za ustavitev reakcije uporablja acetonitril, saj ta 
najbolj učinkovito loči preučevano spojino od mikrosomov, lipidov in soli. Kot alternativa se 
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lahko uporabita tudi metanol ali 4 % perklorova kislina. V osnovnem protokolu za preučevanje 
metabolizma smo zasledili dodatek 0,5-kratne količine acetonitrila, v protokolu, iz katerega 
smo izhajali, pa je dodana 3-kratna količina metanola. Zaradi njegove boljše učinkovitosti, smo 
se v naših eksperimentih odločili za uporabo acetonitrila. Poleg tega smo preverili tudi količino 
uporabljenega acetonitrila. Uporabili smo 0,5-kratno in 3-kratno količino acetonitrila za 
precipitacijo. V obeh primerih smo dobili primerljive kromatograme, ker smo z uporabo 0,5-
kratne količine acetonitrila dobili bolj koncentrirane vzorce, smo na koncu uporabili 0,5-kratni 
dodatek acetonitrila. Acetonitril je prav tako eno izmed najpogosteje uporabljenih topil za 
analizo HPLC, zato je tudi s tega vidika ustrezno. 
Preverili smo tudi vpliv topnosti spojin v acetonitrilu, tako, da smo kot topilo za analizo 
HPLC in hkrati ustavitev reakcije enkrat uporabili 3-kratno količino acetonitrila, enkrat pa 3-
kratno količino vode Milli Q, da smo dobili najbolj čist možen vzorec. Površini testosterona in 
IZS-40 obeh vzorcev sta primerljivi. 
 
Slika 17: Kromatogram IZS-40 (rt = 4:58 min) in testosterona (rt = 5:57 min) v 3- kratni 
količini acetonitrila. 
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Slika 18: Kromatogram IZS-40 (rt = 4:58 min) in testosterona (rt = 5:57 min) v 3-kratni 
količini vode Milli Q. 
Iz zgornjih slik 17 in 18 lahko opazimo, da je vrh IZS-40 v 3-kratni količini acetonitrila v obliki 
dvojnega vrha, v 3-katni količini vode Milli Q pa je lepe oblike in tudi odziv je višji, saj imamo 
lepo enojno obliko vrha. Obliko dvojnih vrhov smo opazili tudi pri nekaterih drugih spojinah. 
Vzorec smo zato ponovno pripravili po postopku in reakcijo ustavili z 0,5-kratno količino 
acetonitrila, da preverimo vpliv na obliko vrhov, ob dodatku manjše količine acetonitrila za 
ustavitev reakcije, ki jo bomo uporabili pri pripravi vzorcev. Vrh IZS-40 ima v 0,5-kratni 
količini acetonitrila lepo obliko, kar je razvidno iz spodnje slike 19. 
 
Slika 19: Povečan kromatogram IZS-40 (rt = 4:59 min) in testoterona (rt = 5:58 min), 
pripravljen po postopku reakcija ustavljena v 0,5-kratni količini acetonitrila. 
Na podlagi rezultatov se je izkazalo, da je do neponovljivosti vzorcev in nepravilnih 
kromatogramov lahko prišlo zaradi človeških napak pri izvedbi priprave vzorca ali pa je bila 
injicirana napačna viala. Ker dobimo s 3-kratno količino acetonitrila in 0,5-kratno količino 
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acetonitrila primerljive kromatograme, smo za testiranje metabolizma pri pripravi vzorcev 
uporabili 0,5-kratno količino acetonitrila, da smo imeli bolj koncentrirane vzorce. 
5.6. Razpolovni časi 
Večina spojin, na katerih smo najprej izvedli presejanje pri 0 in po 30 minutah inkubiranja, se 
ni metabolizirala. Zato smo dodali drugi sklop testnih spojin in tako dobili še nekaj spojin, ki 
se metabolizirajo in potrdili, da naša metoda dobro deluje, saj smo sposobni ločiti metabolno 
stabilne in metabolno presnovljive spojine ter tudi določiti sam razpolovni čas. 
Prvotne analize in razvoj metode smo izvajali na eni embalažni enoti encima S9. Vse spojine 
smo nato analizirali po drugi embalažni enoti. Testosteron je bil analiziran in pripravljen z 
obema embalažnima enotama, saj smo ga pripravili pri vsaki analizi. Povprečen razpolovni čas 
testosterona: 
-  s prvo embalažno enoto S9 je bil 18,2±2,0 minuti,  
- z drugo embalažno enoto S9 pa 8,5±2,0 minute.  
Opazimo, da vrednost odstopa za dvakrat. Za nadaljnje preučevanje encima bi bilo za vsako 
novo embalažno enoto potrebno pred preučevanjem metabolizma izvesti titracijo encima. Do 
manjše razlike v odstopanju je, poleg druge embalažne enote encima S9, lahko prišlo zaradi 
hkratne priprave več vzorcev in posledično vmesni časi ustavljanja reakcije niso bili čisto 
ponovljivi. 
V splošnem pa je poznano, da pri različnih serijah izoliranih encimov prihaja do velikih variacij 
v sami aktivnosti spojin. Zato se v takih primerih vedno za določeno embalažno enoto uporablja 
tudi kontrolni eksperiment z referenčno spojino. 
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Slika 20: Grafični prikaz spreminjanja površine pod krivuljo s časom inkubacije. 
Od 17 preučevanih spojin smo pri 12 spojinah ugotovili, da so metabolno stabilne (razpolovni 
čas > 5 h), za 5 spojin pa smo ugotovili, da se metabolizirajo z S9 encimsko frakcijo. Vsako 
spojino, ki je izkazovala metabolno nestabilnost, smo pripravili v treh ponovitvah in podali 
rezultat razpolovnega časa kot povprečje teh treh ponovitev. 
V spodnji preglednici I so prikazani deleži površin po 30 minutah inkubiranja za spojine, ki 
niso izkazovale metabolne aktivnosti. 
Preglednica I: Deleži površin po 30 minutah inkubiranja za spojine, ki se niso metabolizirale. 
 Struktura Delež spremembe površine po 30 minutah 
inkubiranja 
IZS-40 
 
101 % začetne površine 
IZS-47 
 
97 % začetne površine 
IZS-187 
 
95 % začetne površine 
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IZS-209 
 
100 % začetne površine 
IZS-282 
 
98 % začetne površine 
IZS-311 
 
95 % začetne površine 
IZS-310 
 
97 % začetne površine 
IZS-184 
 
104 % začetne površine 
IZS-170 
 
90 % začetne površine 
IZS-159 
 
103 % začetne površine 
NSR-21 
 
102 % začetne površine 
NMF-21 
 
112 % začetne površine 
IZS-190 
 
96 % začetne površine 
ILG-26 
 
87 % začetne površine 
KDK-44 
 
88 % začetne površine 
KAB-26 
 
91 % začetne površine 
KEB-12 
 
98 % začetne površine 
Na sliki 21 je prikazan graf spreminjanja površine pod krivuljo za spojino IZS-311, ki je 
izkazovala podvrženost metabolizmu. 
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Slika 21: Grafični prikaz spreminjanja površine pod krivuljo s časom inkubacije. 
V tabeli 2 pa so navedeni razpolovni časi spojin, ki so izkazovale metabolno nestabilnost. 
Razpolovni časi so izračunani na podlagi spremembe površine pod krivuljo do 60 minut 
inkubiranja. 
Preglednica II: Razpolovni časi preiskovanih spojin. 
Spojina Razpolovni čas 
IZS-311 103±8 minut 
ILG-26 287±30 minut 
KDK-44 65±8 minut 
KAB-26 152±30 minut 
KEB-12 58,5±4 minut 
testosteron 8,5±2,0 minut 
5.7. Določanje molske mase spojin in njihovih možnih nastalih 
metabolitov 
Naše spojine smo potrdili na podlagi njihovih molskih mas s pomočjo masnega spektra. Najprej 
smo naredili presejanje vseh spojin, pri katerih smo potrjevali samo mase glavnega vrha pri 
času 0 in 30 minut. V kromatogramu UV smo pridobili retencijski čas spojine, v masnem 
spektru pa smo potrdili, da vrh res pripada naši spojini. Spojine, katerim se je površina po 30 
minutah spremenila za več kot 5 %, smo nato ponovno pripravili in jim merili metabolno 
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stabilnost do 120 minut. Pri teh spojinah smo poleg glavnega vrha spremljali tudi morebitne 
nastale metabolite. Večina naših spojin je bila metabolno stabilnih, saj se jim površina po 30 
minutah ni zmanjšala niti za 5 %. 
Določanje molske naših testnih spojin je bilo zaradi prisotnosti klorovih atomov v njihovi 
strukturi bolj enostavno. 
Kadar je v spojini prisoten en klorov atom, v masnem spektru vidimo dva vrhova (M+ in M+2), 
saj je klor lahko v obliki njegovih dveh izotopov, 35Cl in 37Cl. Vrhova se pojavita v razmerju 
3:1, saj klor vsebuje trikrat več izotopa 35Cl kot 37Cl, kar se odraža na odzivih vrhov v masnem 
spektru. V primeru, da spojina fragmentira in je del fragmenta tudi kloridni atom, bo fragment 
tudi v masnem spektru imel dva vrhova, ki bosta v razmerju 3:1. V primeru, da spojina vsebuje 
dva kloridna iona, v masnem spektru pričakujemo 3 vrhove (M+, M+2 in M+4) v razmerju višin 
vrhov 9:6:1. Naše testne spojine imajo v svoji strukturi prisotna dva klora, torej moramo v 
masnem spektru pri masi spojine videti 3 vrhove. Kot primer naše testne spojine, je masni 
spekter spojine IZS-311 na sliki 22. Spojina IZS-311 ima molsko maso 503,1 Da, v masnem 
spektru pa so lepo razvidni trije vrhovi [M+H]+ = 504,1, [M+H]+2 = 506,2 in [M+H]+4 = 508,1, 
kar ponazarja prisotnost dveh kloridnih ionov v strukturi. Na ta način se nismo mogli zmotiti 
pri določanju naše spojine oz. v primeru, da smo bili na podlagi kromatograma UV v dvomu 
ali vrh pripada naši spojini, smo na podlagi vrhov v masnem spektru takoj vedeli ali gre za našo 
spojino ali gre za nekakšno kontaminacijo. 
 
Slika 22: Masni spekter vrha IZS-311 na rt = 8:40 min. 
 
Slika 23:Povečan izpis masnega spektra IZS-311 v območju 500-510 m/z. 
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Pri preučevanju spojin smo opazili, da spojine tvorijo tudi adukte, ki so značilni za polarna 
topila, kamor spada topilo acetonitril. Spojini, ki tvori adukt z acetonitrilom, se masa poveča za 
+42. Ta nastali adukt smo opazili že pri standardu testosterona, kjer v kromatogramu UV 
detektiramo vrh na 10:22 minuti, ki smo mu v masnem spektru na tem mestu potrdili masi 
[M+H]+ = 289,1 in [M+CH3CN+H]
+ = 330,1. Na sliki 25 je prikazana ekstrahirana masa 
[M+H]+ = 289,1, ki ima vrh na istem času kot v kromatogramu UV. Na sliki 26 je prikazana 
ekstrahirana masa [M+CH3CN+H]
+ = 330,1, ki ima prav tako vrh pri istem času kot masa 
[M+H]+ = 289,1 in vrh v kromatogramu UV. 
 
Slika 24: Masni spekter vrha testosterona na rt = 10:22 min. 
 
Slika 25: Ekstrahirana masa [M+H]+ = 289,1 v ESI+ masnega spektra testosterona po 15 
minutah inkubacije. 
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Slika 26: Ekstrahirana masa [M+CH3CN+H]
+ = 330,1 masnega spektra testosterona po 15 
minutah inkubacije. 
Določili smo tudi molske mase vrhov, ki se eluirajo takoj na začetku, v mrtvem volumnu in 
dajejo precejšen odziv. Določili smo masi [M+H]+ = 122,1 in [M+H]+ = 308,1.  Masa [M+H]+ 
= 122,1 lahko pripada TRIS puferni raztopini, masa [M+H]+ = 308,1 pa lahko pripada GSH. 
Mase NADPH ne vidimo, saj ima maso v višjem območju kot 600 m/z, ki smo ga nastavili kot 
maksimum za naše spojine. Smo pa s pripravo osnovne raztopine v kromatogramu UV potrdili, 
da se tudi NADPH eluira na začetku. 
 
 
Slika 27: Masna spektra vrhov TRIS puferne raztopine na zgornjem kromatogramu in GSH na 
spodnjem kromatogramu. 
Za določanje molske mase morebitnih nastalih metabolitov smo si prav tako pomagali z masnim 
spektrom. Zaradi velikega odziva vrhov matriksa na začetku, je bil potreben temeljit pregled 
masnega spektra metaboliziranih spojin, če bi se nam morda med te vrhove skril iskani 
metabolit.  
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Pri določenih spojinah metaboliti v kromatogramu UV niso vidni. Tak primer je bila tudi 
spojina KEB-12 z molsko maso 314,2 Da, ki v kromatogramu UV daje nizek odziv (višina vrha 
~ 1 mAU), nastali metabolit pa ni bil viden niti po 120 minutah. Ko smo pogledali masni spekter 
ESI+, pa opazimo, da imamo na 6:27 minuti prisoten vrh z maso [M+H]+ = 331,2, ki s časom 
inkubacije narašča in v masnem spektru daje dober odziv. Na podlagi mase, ki pripada temu 
vrhu, sklepamo, da je lahko nastal hidroksiliran produkt, saj se vrhu masa poveča za +16. 
 
 
 
Slika 28: Kromatogram UV KEB-12 po 30 minutah inkubiranja zgoraj in spodaj masni 
spekter KEB-12 po 30 minut inkubiranja. 
 
Slika 29: Struktura KEB-12 in predlagana struktura nastalega metabolita. 
Morebiten nastanek hidroksiliranega produkta opazimo tudi pri testni spojini KAB-26, kjer v 
masnem spektru ESI+ opazimo dva vrhova pri ekstrahiranju molske mase za +16. Vrhova 
opazimo na rt = 7:01 min in rt = 7:19 min. 
 
 
Slika 30: Masni kromatogram KAB-26 po 30 minutah inkubiranja v ESI+, ekstrahirana masa 
[M+OH+H]+ = 335,2. 
Predpostavljamo, da lahko nastaneta dva metabolita. Eden, kjer se skupina -OH veže na para 
položaj glede na flor in drugi metabolit, ki se veže na para položaj glede na verigo. Hkrati pa je 
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to dokaz ustreznosti kromatografske metode, saj je zmožna ločiti regioizomera, kar je velik 
problem pri kromatografski ločbi spojin. 
 
Slika 31: Zgoraj struktura KAB-26, spodaj pa predlagani strukturi nastalih dveh metabolitov 
spojine KAB-26. 
Podobno smo opazili tudi pri spojni KDK-44, kje smo v MS kromatogramu opazili tri vrhove 
z maso + 16 in rt = 8:19 min, rt = 8:34 min in rt = 9:03 min, ki jih dobimo po hidroksilaciji 
substrata na različnih mestih naftalenskega obroča. 
 
Slika 32: Struktura KDK-44. 
Opazili smo tudi odcepitev metilne skupine na metilnem estru spojine ILG-26. Strukturo smo 
predlagali na podlagi zmanjšanja mase za 16 ter upoštevanja, da je oksidativno demetriliranje 
pogost metabolni mehanizem. 
 
Slika 33: Struktura ILG-26 in predlagana struktura nastalega metabolita. 
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5.8. Linearnost in meja določljivosti 
Linearnost je sposobnost analitskega postopka, da daje rezultate, ki so neposredno 
proporcionalni koncentraciji analita v vzorcu. Koncentracija, na katero so pripravljeni vzorci, 
mora biti vedno znotraj območja linearnosti. 
Linearnost smo preverili na standardu testosteronu tako, da smo pripravili umeritveno krivuljo 
z ustreznimi redčitvami v območju od 0,75 % do 195 % delovne koncentracije. Naša delovna 
koncentracija je 13,33 µM. Kot topilo smo uporabili 30% acetonitril, ki je približno končno 
razmerje topil vzorcev, pripravljenih na delovno koncentracijo za analizo. Za umeritveno 
krivuljo je potrebnih vsaj 5 točk, mi pa smo jih pripravili 10. Želeli smo preveriti tudi linearnost 
pri višji koncentraciji, če bi bilo potrebno pripraviti vzorce pri povišani koncentraciji, zaradi 
boljše vidnosti v kromatogramu UV. Za umeritveno krivuljo smo vrednotili površine pod 
krivuljo v UV kromatogramu v odvisnosti od koncentracije. 
 
Slika 34: Graf linenarnosti testosterona. 
y = 23,233x + 1,8449
R² = 0,9999
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Slika 35: Grafični prikaz ostankov v odvisnosti od koncentracije. 
Iz slike 34, kjer je predstavljen graf linearnosti, je razvidno, da nam odzivi pri koncentracijah 
195-1,5 % dajo ustrezno linearno premico s korelacijskim keoficientom 0,9999.. Iz grafičnega 
prikaza ostankov opazimo, da so vse točke 195 -1,5 % znotraj intervala 95 -105 %. Najnižja 
pripravljena koncentracija 0,75 % pa odstopa za 19 %, kar ni ustrezno. Do odstopanja dobljene 
vrednosti najnižje koncentracije od izračunane je najverjetneje prišlo zaradi majhnega 
odpipetiranega volumna spojine (1 µl) za pripravo. Metoda je tako linearna znotraj 195-1,5 %. 
Glede na namen metode, kvantifikacija ne predstavlja problema, zato je to ustrezno.  
Preveriti smo želeli mejo določljivosti na eni izmed testnih spojin. Za mejo določljivosti mora 
biti razmerje med signalom in šumom večje od 10. V UV kromatogramu je odziv vrha IZS-311 
precej nizek zato je meja občutljivosti z uporabo UV detektorja relativno visoka (Slika 36). Z 
uporabo masnega detektorja pričakujemo nižjo mejo občutljivosti. Razmerje signal/šum smo 
zato določili v masnem spektru. Iz slike 37 je razvidno, da je razmerje signal/šum za spojino 
IZS-311 z uporabo masnega detektorja v SCAN načinu približno 14,5/1, kar je ustrezno. 
Metoda je dovolj občutljiva za določanje spojin pri 0,75 % delovne koncentracije z uporabo 
masnega detektorja. 
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Slika 36: UV kromatogram spojine IZS-311 pri 0,75 % delovne koncentracije. 
 
 
Slika 37: Razmerje signal/šum za spojino IZS-311 pri 0,75 % delovne koncentracije v MS 
ESI+.  
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6. SKLEP 
V sklopu magistrske naloge smo razvili robustno HPLC metodo, ki je dolga 19 minut in tako v 
doglednem času pridobimo željene informacije o preučevanih spojinah. Končni kromatografski 
pogoji razvite analizne metode: 
Mobilna faza A:  0,1 % mravljčina kislina +1 % acetonitrila (V/V) 
Mobilna faza B:  acetonitril 
Kolona:   xBridge C18, 150 × 4,6 mm, 3,5 um 
Volumen injiciranja:  50 µl 
Pretok:   1,5 ml/min 
Temperatura vzorčevalnika:  20–25 °C 
Temperatura kolone:  40 °C 
Detekcija:   UV, valovna dolžina 254 nm in 220 nm 
Gradient: 
t (min) mobilna faza A (%) mobilna faza B (%)  
0 95 5 
1 95 5 
14 5 95 
15 5 95 
16 95 5 Uravnoteženje 
sistema 19 95 5 
S pomočjo masnega spektra smo uspešno identificirali tudi naše spojine in nastale metabolite. 
V masnih spektrih smo opazili tudi adukte, ki jih tvorijo spojine, med katerimi je bil najbolj 
pogost adukt z acetonitrilom. Spojinam smo določili tudi razpolovne čase, nekaj spojin pa ni 
izkazovalo nobene aktivnosti, kar pomeni da so metabolno stabilne. 
Potrdili smo tudi: 
- da 5 minut predinkubacije pri 20 obratih/minuto in 37 °C ter 5 minut centrifugiranja pri 
18000 obratov/minuto in 10 °C nima vpliva na metabolizem spojin; 
- da plastika nima vpliva na spojine; 
- da naša spojina ne precipitira in je dobro topna; 
- da je za ustavitev reakcije primernejša 0,5-kratna količina acetonitrila, kot pa 3-kratna 
količina acetonitrila; 
- da vrhovi, ki se eluirajo na začetku pripadajo matriksu; 
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- robustnost kolon, tako da smo analizo izvedli na dveh kolonah z različnim lotom. 
Z umeritveno krivuljo smo preverili in potrdili linearnost v območju od 1,5 % do 195 % delovne 
koncentracije, ki je znašala 13,33 µM. 
Pri praktičnem delu smo se srečali tudi z neponovljivostjo rezultatov, ki se je izkazala kot 
posledica človeške napake, ustreznega vzdrževanja sistema (tako HPLC kot MS) in pa dela z 
majhnimi volumni (µl) in koncentracijami (µM). Kljub nizkim koncentracijam smo uspešno 
razvili selektivno metodo, ki jo bodo lahko nadalje uporabljali na Fakulteti za farmacijo za 
identifikacijo sintetiziranih spojin in tudi kot pomoč pri preučevanju njihovega metabolizma. 
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